





























Zur Frage iiber die Rolle der Aschenbestandteile in den Pflanzen. 


II. Mitteilung: 


Das Einwirken von Neutralsalzen auf die Peroxydase. 


Von 
A. J. Smirnow,. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen 


Akademie Moskau.) 
(Eingegangen am 13. November 1924.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bereits bei den Untersuchungen itiber die langsame Oxydation 
[Schénbein'), Traube*), Spitzer*)] wurde angenommen, daB die Faktoren, 
welche diesen ProzeB in den Organismen beschleunigen, eine wichtige 
Rolle bei der Atmung spielen. (Unter solchen Faktoren versteht man 
gegenwirtig die Oxydationsfermente.) Es blieb aber lange Zeit un- 
bekannt, welche Stoffe im lebenden Organismus durch diese Fermente 
oxydiert werden kénnen. Die gewéhnlichen Komponenten lebender 
Zellen, EiweiBverbindungen, Kohlenhydrate und Fette werden durch 
die Oxydasen nicht angegriffen. Letztere vermégen nur Polyphenole 
und aromatische Amine (und zwar auch nur oberflachlich) zu oxydieren, 
welche nach Ansicht vieler Forscher nur eine geringe Rolle in den 
Organismen spielen. 

Dies gab einigen Forschern Veranlassung, den oxydierenden Fermenten 
iiberhaupt jegliche Rolle im Stoffwechsel der lebenden Zelle abzusprechen *). 
Im Jahre 1910 zeigte S. Kostytschew*), daB die primiren Produkte der 
Glucosegiérung durch das System Peroxydase + H,O, bis zu CO, und H,O 
oxydiert werden. Wasserstoffsuperoxyd allein vermag ohne Anwesenheit 
von Peroxydase eine derartige Wirkung nicht herbeizufiihren. Kostytschew 


') Zeitschr. f. Biol. 1, 273, 1865; 2, 1, 1866; 8, 140, 325, 1867; 4, 367, 
1868. 

*) Ber. d. chem. Ges. 10, 1984, 1877. 

’) Pfliigers Arch. 67, 615, 1897. 

‘) C. Oppenheimer, Die Fermente 2, 754 bis 873, 1913. 

5) S. Kostytschew, diese Zeitschr. 23, 137, 1910; Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 67, 116, 1910. 
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hat nicht nur die physiologische Rolle der Peroxydase aufgeklart (und somit 
auch allgemein diejenige der Oxydasen aus der Gruppe der Phenolasen 
nach der Terminologie von A. Bach), sondern auch eine neue Bestiatigung 
fiir den Zusammenhang, der zwischen der Alkoholgiirung, der anaeroben 
(intramolekularen) und aeroben Atmung besteht, gegeben. Die inter- 
mediiren Giarungsprodukte (und wohl auch diejenigen der Atmung) sind 
nach Kostytschew nichts anderes als Akzeptoren') im ProzeB der physiv- 
logischen Oxydation, welche durch die Aktivierung des Sauerstoffs der 
primiren Peroxyde (Oxygenasen) unter der Eimwirkung der Peroxydase 
zustande kommt. Im komplizierten Vorgang der Atmung spielen also die 
Oxydasen (Peroxydase + Peroxyd) eine wichtige Rolle; sie oxydieren aber 
dabei nicht die Ausgangsprodukte, die Kohlenhydrate, sondern die inter- 
mediaren Spaltungsprodukte derselben, die waihrend des Abbaus ohne 
Zutritt von Sauerstoff in der pflanzlichen Zelle gebildet werden. Diese 
Produkte, die bei der sauerstofffreien Umsetzung der Kohlenhydrate ent- 
stehen, scheinen, wie die Mehrzah! intermediirer Produkte, diuBerst labile 
Verbindungen zu sein. Die Anwesenheit von Sauerstoff und von Oxydasen 
im Moment der Entstehung dieser labilen Produkte bestimmt auch das 
Endergebnis des ganzen Vorgangs. Die an Oxydasen reichen héheren 
Pflanzen bilden ohne Zutritt von Sauerstoff Alkohol. Die an Oxydations- 
fermenten armen Hefen kénnen dagegen auch unter Zutritt von Sauerstoff 
die Verbrennung nicht restlos bis CO, und H,O durchfiihren. Es scheint, 
daB die Hefen nicht so viel Oxydationsfermente besitzen, um die aus den 
Kohlenhydraten hervorgegangenen intermediiren labilen Produkte im 
Moment ihrer Entstehung restlos zu oxydieren. Bei héheren Pflanzen 
werden dagegen die gebildeten intermediiiren Produkte sofort und voll- 
stiindig oxydiert; hier verlaufen beide Vorgiinge, die Entstehung labiler 
Produkte und ihre Oxydation, iibereinstimmena *). 


1) Nach der Terminologie von Luther und Schilow, Zeitschr. f. physik. 
Chem, 46, 777, 1903. 

2) Nach Palladin wirken die Oxydasen nicht unmittelbar auf die 
Produkte der Kohlenhydratspaltung ein; durch die Oxydasen wird der 
Phenolwasserstoff der Chromogene angegriffen. Diese Oxydationsprodukte 
der Chromogene (Atmungspigmente) stellen nicht nur Akzeptoren fiir den 
Wasserstoff der Spaltungsprodukte der Kohlenhydrate dar, sondern sind 
gleichzeitig auch Akzeptoren fiir den Wasserstoff des Wassers; der durch 
diesen Vorgang frei gewordene Sauerstoff des Wassers fungiert in der Form 
freier Atome und wird fiir die Kohlenstoffoxydation des Atmungsmaterials 
vollkommen verbraucht. Selbst dann, wenn die Oxydation nur auf den 
Wasserstoff der Polyphenole beschrankt bleibt, ist die wichtige Rolle der 
Oxydasen im ProzeB der Atmung nicht zu leugnen. Ber. d. bot. Ges. 26a, 
125, 1911; Zeitschr. f. Garungsphysiol. 1, 91, 1912; ebendaselbst 2, 326, 
1913; diese Zeitschr. 27, 442, 1910; Zeitschr. f. physiol. Chem. 55, 217, 1908. 
AuBerdem spielen die Oxydationsfermente beim Stoffwechsel insofern 
eine Rolle, als sie die Regeneration von Akzeptoren des Wasserstoffs be- 
wirken; solehe Akzeptoren sind z. B. Verbindungen vom Chinontypus. 
Die Anwesenheit derartiger Verbindungen ist unbedingt erforderlich, um 
hydrolytische Oxydationsprozesse auszulisen (nach der Streckerschen 
Reaktion). Wir kénnen daher die Rolle der Oxydasen auch folgendermaBen 
formulieren: Die Oxydasen wirken auf die Geschwindigkeit der hydro- 
lytischen Oxydation der Aminosauren ein. 
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In unserer Abhandlung sind wir davon ausgegangen, die Ein- 
wirkung von Neutralsalzen auf die Arbeit der Peroxydase zu studieren ; 
im AnschluB daran wollen wir die Rolle der Aschenbestandteile, die 
von der Pflanze aufgenommen werden, bei der Regulation der Oxy- 
dationsprozesse untersuchen. Nach E. de Stoecklin') wirken Mineral- 
salze nicht auf die Arbeit der Peroxydase ein. Die Arbeit der vollen 
Phenolase (aus Lactarius velereus) wird nach Bach?) durch Salze in 
manchen Fallen stark beeinfluBt; dabei kann es vorkommen, daB 
dasselbe Salz je nach dem Substrat, das oxydiert wird, eine verschiedene, 
manchmal sogar eine entgegengesetzte Wirkung ausiibt. Nach Bachs 
Ansicht ist ein derartiges Verhalten der Salze darauf zuriickzufiihren, 
daB dieselben mit verschiedenen Substraten Komplexe bilden, die 
schwerer oder leichter oxydiert werden als das Substrat fiir sich allein. 
Also wirken die Salze auch nach Bach nicht unmittelbar auf das Ferment 
ein, sondern auf das oxydierbare Substrat. Nur das freie Jod wirkt 
nach Bach unmittelbar auf die Bildung des Ferments, indem es das 
Zymogen der Peroxydase aktiviert). 

In den oben angefiihrten Arbeiten wurden die Anderungen von Py 
unter dem EinfluB der angewandten Salze nicht beriicksichtigt. Daher 
fehit die Uberzeugung, daB bei diesen Versuchen das Ferment unter gleichen 
Bedingungen seine Tiatigkeit entfaltet hat. Aus den Arbeiten von , 
G. Bertrand und Mile. M. Rosenband*), J. Wolff und E. de Stoecklin®), 
Bach und Sbarsky*) ist zu ersehen, daB sich die Oxydationsfermente nicht 
gleichgiiltig zur Konzentration von [H’] verhalten. Um den Einflu®B der 
Reaktion des Mediums auf die Arbeit der Oxydasen festzustellen, kann man 
sich nicht der kolorimetrischen Methode bedienen, da die Intensitat der 
Farbung der von den Polyphenolen gebildeten  léslichen Oxydations- 
produkte von der Konzentration [H'] abhangt. So verindern die Produkte, 
die bei der Oxydation des Hydrochinons entstehen, mit der Veranderung 
der Wasserstoffionenkonzentration ihre Farbung in ahnlicher Weise wie 
Phenolphthalein. 

Die unter der Einwirkung von Perorydase + H,O, rot gefarbte Lésung 
von Hydrochinon kann durch Zufiigen einiger Tropfen n/10 Saure (einerlei 
welcher) wieder entfarbt werden; setzt man nun der entfarbten Lésung 
eine Aquivalente Menge Alkali hinzu, so erhalt die Lésung wiederum dieselbe 
Farbe. Ein Uberschu8 von Alkali zerstért die gefirbten Produkte. Die 
Farbe, welche die Lésung durch die Oxydation von Pyrogallol annimmt, 
wird durch die Einwirkung von Saéure etwas verstarkt, dagegen durch 


1) E. de Stoecklin, Thése de Geneve 1907, zitiert aus Smorodinzew, 
Fermente des Pflanzen- und Tierreichs. Teil II, 1920 (russisch). 

2) A. Bach und V. Maryanovitsch, diese Zeitschr. 42, 417, 1912; s. auch 
O. Baudisch, ebendaselbst 106, 134, 1920. 

8) A. Bach, Ber. d. chem. Ges. 40, 230, 1907. 

4) G. Bertrand et Mile. M. Rosenband, Ann. de |'Inst. Pasteur 28, 314, 
1909. 

5) J. Wolff et E. de Stoecklin, ebendaselbst, S. 841 

6) Bach und Sharsky, diese Zeitschr. 34, 473, 1911 
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Alkali wieder abgeschwicht. Bei Verwendung von Salzen wie CaCl,, 
Mn SO, und Al,(SO,), wird die Konzentration [H"] des Reaktionsgemisches 
verschieden sein, wenn man sie nicht kiinstlich reguliert. Infolgedessen 
kann man bei der Beurteilung der Fermentwirkung nach der Farbung irre- 
gefiihrt werden. Hierzu liegt nach unserer Ansicht der Grund, weshalb 
in den Versuchen von Bach und Marianowitsch') ein und dasselbe Salz 
auf die Aktivitit des Ferments bei Anwendung verschiedener Substrate 
verschieden einzuwirken schien. Wird also die Intensitét der Oxydations- 
wirkung der Fermente kolorimetrisch bestimmt und bleibt die Reaktion 
des Mediums dabei unberiicksichtigt, so miissen wir die auf diese Weise 
gewonnenen Resultate zuriickhaltend beurteilen. 


In unserer Arbeit wihlten wir das Pyrogallol als Reagens fiir 
die Beurteilung der Peroxydasewirkung. Pyrogallol gibt bei der 
Oxydation als Endprodukte CO, und Purpurogallin: 


4 CgHgOg + Og = CoH gO, + 400, + 4H, 02). 


Wie aus der Gleichung ersichtlich ist, kann man die Ferment- 
wirkung entweder nach der entstandenen Kohlenséiure oder nach der 
Menge des wihrend der Reaktion gebildeten Purpurogallins beurteilen. 
Uns schien die Bestimmung des in Wasser unléslichen Purpurogallins*) 
sehr bequem zu sein; wir glaubten auch, auf diese Weise genaue Re- 
sultate zu erhalten. 

Fiir unsere Versuche mit Peroxydase wurden Weizensamen an- 
gewandt. Aus Griinden, die in unserer ersten Mitteilung*) angefiihrt 
sind, wurde das Ferment nicht isoliert ; es wurde in Form eines wiisserigen 
Auszuges fiir unsere Versuche bereitet und enthielt daher seine natir- 
lichen Beimengungen. Die gemahlenen Weizensamen wurden mit 
destilliertem Wasser, das im Verhialtnis 1:50 genommen war, aus- 
gezogen ; ferner fiigten wir diesem Gemisch ein Antiseptikum, das aus 
Chloroform und Toluol im Verhiltnis 1:3,5 bestand, hinzu. Auf je 
100 ¢ Wasser kam 1 cem Antiseptikum. Die gemahlenen Weizensamen 
wurden waihrend 16 bis 18 Stunden bei Zimmertemperatur mit Wasser 
extrahiert. Der Extrakt wurde sodann auf einem Buchnerschen Trichter 
mittels einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. (Wir bedienten uns dabei 
eines Filters von Schleicher und Schiill, ,extra hart Nr. 602°.) Das 
klare Filtrat teilten wir in zwei Portionen, von denen die eine withrend 

4) lie. 

*) G. Andre, Chemie Végétale 1, 210, 1924; nach Willstdtter und Stoll 
ist die empirische Formel des Purpurogallins: C,,H,O,; Liebigs Ann. 
d. Chem. 416, H. 1, 8. 62, 1918; nach dieser Formel muB die Reaktion so 
verlaufen: 2C,H,O, + O, = C,,H,O, + CO, + 2H,0. 

38) R. Chodat und A. Bach, Ber: d. chem. Ges. 1903, 8. 606; A. Bach 
und A. Oparin, diese Zeitschr. 124, 183, 1922; Bach und Sbarsky, ebendaselbst 


34, 473, 1911. 
4) A. Smirnow und Fr. S. Ph. Alissowa, diese Zeitschr. 149, 63, 1924. 
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10 Minuten auf einem siedenden Wasserbade inaktiviert wurde. Zur 
Untersuchung wurden je 25cem des Extraktes genommen und bis 
50 ccm mit Wasser oder der Lésung eines Stoffes, dessen Wirkung 
auf die Arbeit des Ferments untersucht werden sollte, aufgefiillt. Von 
diesen Proben wurden 10 ccm Fliissigkeit fiir die Bestimmung von py 
nach Sdrensen enthnommen. Zu den restlichen 40 ccm der Probe wurden 
5eem einer frisch bereiteten, filtrierten 10proz. Pyrogallollésung 
(Kahlbaum) und 5cem Iproz. Wasserstoffsuperoxydlésung zugefiigt 
(Wasserstoffsuperoxyd wurde aus Perhydrol von Merck bereitet und 
bis py 6,8 neutralisiert). Die Bestimmung von (H’) im gesamten Reak- 
tionsgemisch konnte weder mit Hilfe der kolorimetrischen Methode 
noch elektrometrisch ausgefiihrt werden, da sich die Fliissigkeit sofort 
za fairben beginnt und die Farbe dabei fortwihrend wechselt ; diese 
Erscheinung macht eine kolorimetrische Bestimmung unmidglich. Die 
elektrometrische Methode konnte deshalb nicht angewandt werden, 
weil die Reaktion zwischen Pyrogallol und dem Chinon der Chinhydron- 
elektrode iuBerst heftig verliuft: dabei wird das Chinon unter Ab- 
scheidung von Purpurogallin zu Hydrochinon reduziert. Aus diesen 
Griinden beschriinkten wir uns auf eine kolorimetrische Bestimmung 
von (H’) im Reaktionsgemisch, in dem einmal H,O, und das andere 
Mal das Pyrogallol ausgeschaltet war. In beiden Fiillen zeigte sich, 
daB die Zufiigung dieser Stoffe die Wasserstoffionenkonzentration 
unseres Auszuges nicht verinderte. 

Das Reaktionsgemisch wurde ungefihr 20 Stunden bei einer 
Temperatur von 26°C stehengelassen. Nach dieser Zeit wurden alle 
Portionen durch Zufiigen von leem n/10 HCl inaktiviert. Sodann 
wurden die Kélbchen mit der Fliissigkeit in Schnee oder kaltem Wasser 
abgekiihlt und das Purpurogallin mittels einer Wasserstrahlpumpe 
abgesaugt ; bei dieser Operation bedienten wir uns eines Asbestfilters, 
das in einen Goochtiegel eingelegt wurde. Der Niederschlag wurde 
so lange mit kaltem Wasser ausgewaschen, bis das Filtrat auf organische 
Stoffe keine Reaktion mehr aufwies (Probe mit schwacher Chamialeon- 
lésung). Das ausgewaschene Purpurogallin wurde auf dem Filter in 
starker Schwefelsiure gelést, dann wurde die Lésung mit destilliertem 
Wasser im Verhiiltnis 1:8 verdiinnt. Die saure Purpurogallinlésung 
wurde darauf mit n/10 Chamaleon unter Erwirmen oxydiert. Chamileon 
wurde stets im Uberschu8 zugegeben, um eine vollstandige Oxydation 
zu bewirken. Nach Verlauf von 40 bis 50 Minuten titrierten wir den 
Uberschu8 von Permanganat mit n/10 Oxalsiure zuriick. Die Mengen- 
differenz von KMnQ,, das fiir die aktive und inaktivierte (durch Er- 
wiirmen auf einem siedenden Wasserbade) Probe verbraucht wurde, 
in Kubikzentimetern ausgedriickt, ergab somit die Menge des ab- 
geschiedenen Purpurogallins und zeigte auf diese Weise die Oxydations- 
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energie der Peroxydase') an. Driicken wir die Peroxydasewirkung 
bei Verwendung verschiedener Salzlésungen in Prozenten zur Wirkung 
derselben bei Abwesenheit von Salzen aus, so erhalten wir einen Aus- 
druck fiir die relative Aktivitdét des Ferments. In unserer ersten Mit- 
teilung haben wir hervorgehoben, daB die Neutralsalze der bivalenten 
Metalle hauptsichlich eine Ansiiuerung des Gemisches hervorrufen. 
Darum stellten wir vor den Versuchen tiber die Wirkung der Salze 
eine Versuchsreihe tiber die Wirkung einer Anderung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration auf die Peroxydasearbeit in unserem Auszuge an. 


1. Versuchsrethe. Der EinfluB von py auf die Aktivitdt der Peroxydase. 
Die ungiinstige Wirkung einer gesteigerten Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Aktivitét von Peroxydase wurde auBer von Bertrand*®) auch von 
S. Kostytschew*) im Jahre 1910 beobachtet; dieselbe schiidliche Wirkung 
einer Ansiiuerung des Mediums wurde spiter auch von Willstdtter und Stoll 
festgestellt*). Letztere beobachteten, daB eine Siattigung des Reaktions- 
gemisches mit Kohlensiiure die Menge des ausgeschiedenen Purpurogallins 
zur Hiilfte herabsetzt. Es blieb aber bis heute unerforscht, in welchen 
Konzentrationsgrenzen von [H'] eine Arbeit der Peroxydase méglich ist. 
Die Verinderung der Reaktion unseres Gemisches wurde durch Zufiigen 
einer n/100 Lésung von Na,C O, oder HC] zum Wasserauszug aus gemahlenen 
Weizensamen vorgenommen. Zu 25 cem des Auszuges wurde eine bestimmte 
Anzahl Kubikzentimeter einer Liésung von Na,CO, oder HCl zugegeben 
und das Gesamtvolumen darauf bis zu 50 cem mit destilliertem Wasser er- 
ginzt. Eine aktive Portion des Gemisches, die zur Kontrolle verwandt wurde, 
bereiteten wir aus 25 cem des Auszuges und 25 cem destillierten Wassers. 

Jede dieser beiden Portionen wurde mit einer inaktivierten Kontroll- 
portion verglichen. Von allen diesen Portionen wurden je 10 cem des Ge- 
misches zur Bestimmung von py entnommen. Zu den iibriggebliebenen 
40 cem wurden Pyregallol und H,O, in den oben angefiihrten Mengen- 
verhiltnissen zugesetzt. Die Kélbchen mit den Reaktiongemischen lieBen 
wir im Thermostaten bei etwa 26°C wiihrend 20 Stunden stehen. 


Tabell a 





ERPS ed Ee 4,0 498 65 7,1) 7,5 
elative Aktivitét v. Peroxydase 1,9 2,84 55,79 100 135,0 | 148,16 





AC Se ee ee 7,86 8,3 8,7 9,3 95 
Relative Aktivitét v. Peroxydase 150,53 175,07 183,64 173,86 139,68 

Graphisch sind diese Verhaltnisse in der Abb. | wiedergegeben; es 
sind auf der Abszissenachse die Werte von pg und auf der Ordinatenachse 
die relative Aktivitat des Ferments vermerkt. 


1) Lleem n/10 KMnO, entspricht 0,7 mg Purpurogallins. Gewichts- 
mengen des Purpurogallins 76,4 und 74,0mg. Mengen von n/10 KMn0O, 
107,55 und 106,8 ccm. 

2) G. Bertrand et Mile. M. Rosenband, Ann. de l'Inst. Pasteur 23, 314, 
1909. 

8) S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 116, 1910. 

*) Willstdtter und Stoll, Liebigs Ann. d. Chem. 416, H. 1, 8. 50, 1918. 
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Wir sehen also, daB eine ganz bestimmte Abhiaingigkeit des Oxydations- 
potentials des Systems Peroxrydase +- Peroryd von der Konzentration [H"} 
besteht. Der Kurvenverlauf erinnert an die Verhiltnisse bei der Katalase '). 
Das Maximum der Peroxydasewirkung liegt in der Nahe von pg 8,7, bei 
zunehmender Alkalitaét fangt die Aktivitat des Ferments rasch abzunehmen 
an*). Bei dieser Reaktion des Substrats findet eine Autoxydation des 
Pyrogallols ohne Einwirkung der Peroxydase statt. Wir konnten dies 
daran erkennen, daB die inaktivierten Lésungen sofort nach der Zugabe 
von Pyrogallol und H,O, anfingen, sich dunkel zu firben; auBerdem 
zeigten diese Proben, nachdem sie eine Zeitlang im Thermostaten gestanden 
hatten, einen kleinen Niederschlag von Purpurogallin. Ein derartiges 
Verhalten zeigen die inaktivierten Portionen sonst nicht. Bei der Titration 
dieser inaktivierten Portionen mu8 daher mehr Chamiileon als gewéhnlich 
verbraucht werden. So braucht man fiir die Titration einer Probe mit 
Py 6,5 0,55 com von n/10 KMnQ,, bei einer solechen mit Py 9,3 bis 0,93 com 
und bei der Titration einer Probe mit Py 9,5 sogar bis 2,2cem. Allein 
ungeachtet dieser fiir die Oxydation des Pyrogallols giinstigen Bedingungen 














D 


Abb. 1. Abhangigkeit der Peroxydasewirksamkeit von der Wasserstoft- 
ionenkonzentration. 


fangen die Ausbeuten an Purpurogallin in den aktiven Portionen mit 
zunehmender Alkalitaét doch an, kleiner zu werden; das zeigt, daB hier 
die Bedingungen fiir die Arbeit des Ferments ungiinstig sind. Also wdchat 
das Oxydationspotential des Systems Peroxydase +- Peroxyd bei zunehmender 
Alkalitat nicht unbeschrdankt, es ist vielmehr eine bestimmte Grenze der Alkalitat 
gegeben, bei deren Uberschreitung das Potential wieder zu sinken anfdngt. 
Hier liegt ein wesentlicher Unterschied zwischen der Oxydation durch die 
Einwirkung von Fermenten und der Oxydation mit Hilfe der Eisensalze *) 
vor. Die Peroxydase arbeitet wie jedes typische Ferment nur innerhalb 
bestimmter Intervalle von [H’]. Es ist hier vielleicht bemerkenswert, daB 
nach den Arbeiten von Wollstdtter und Stoll noch ein wesentlicher Unter- 
schied der Peroxvdase von den anorganischen Katalysatoren (Induktoren 


1) Smirnow und Alissowa, |. c. 

2) Das Wirkungsoptimum der Peroxydase auf HJ liegt nach Abel 
bei py 4,5 (nach C. Oppenheimer, Die Fermente, Lief. 1, 8. 369, 1924), 

3) Wolf et E. de Stoecklin, |. c.; Bach, Der Chemismus der Atmungs- 
prozesse. Journ. f. Russ. Physik.-Chem. Gesellsch. 44, I], 1, 1912; Andre, 
Chemie Végétale 1, 1924, 
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nach der Terminologie von Luther und Schilow) vom Typus der Eisen- 
oxydsalze festgestellt worden ist. Wollstdtter und Stoll') zeigten, daB die 
Peroxydase beim Oxydationsproze8 nicht verbraucht wird, wenn als 
Sauerstoffquelle eine nicht zu groBe Menge von H,O, genommen wird. 
Wird aber zur Oxydation Eisenoxydulsalz angewandt, so wird dieses im 
Laufe des Oxydationsprozesses verbraucht. (Friiher nahm man an, dal 
auch bei der Oxydation mit Peroxydase dieselbe verbraucht wird.) Hieraus 
geht hervor, daB die Einwirkung von Peroxydase nicht mit der Einwirkung 
von Eisenoxydulsalzen verglichen werden kann. Daher mul die Peroxydase 
als typischer Fermentkatalysator betrachtet werden und darf nicht als ein 
Induktor in gekoppelten Reaktionen vom Typus der Eisenoxydulsalze auf- 
gefaBbt werden; ein prinzipieller Unterschied zwischen beiden Typen der 
Katalyse liegt aber nicht vor®). 

2. Versuchsreihe. EinfluB von n/20 Chloridlésungen auf die Aktivitdt 
der Peroxydase in einem Auszug aus Weizensamen. Isolierte Priparate 
von Peroxydase (und solche der vollen Oxydasen) enthalten gewéhnlich, 
trotz sorgfiltigster Reinigung, gewisse Mengen von Asche, welche haupt- 
siichlich aus Salzen der Erdalkalien besteht*). Hieraus ergibt sich die Frage 
iiber die Rolle der Aschenbestandteile bei der Entstehung und bei der 
Arbeit der Oxydationsfermente. A. Bach erklirt die positive Wirkung 
einiger Mineralsalze auf die Steigerung der Oxydationsenergie bei den 
Prozessen langsamer Verbrennung dadurch, daB die Salze ,,mit den Per- 
oxyden, die bei langsamer Verbrennung leicht oxydierbarer Koérper ent- 
stehen, labile Komplexe bilden, welche ihren aktiven Sauerstoff leichter 
und schneller als die anfanglich gebildeten Peroxyde abgeben kénnen*’. 
An einer anderen Stelle derselben Mitteilung wird berichtet: ,,Fiir die 
anfiingliche Wirkung von Oxydasen, d. h. fiir die Anlagerung des molekularen 
Sauerstoffs werden die Mineralsalze nicht gebraucht. Dieselben treten erst 
in Aktion, nachdem der Sauerstoff sich mit der Oxydase verkniipft hat, 
und bilden dann Peroxydkomplexe. Die Metallsalze beschleunigen die 
Oxydationswirkung und spielen somit die Rolle sekundirer Katalysatoren 
der langsamen Verbrennung*. Ein derartiger Schlu8 wird auf Grund der 
von Melichow und Pissarjewsky beobachteten Bildungen von labilen Ver- 
bindungen des Wasserstoffsuperoxyds mit salzihnlichen Derivaten gezogen. 
Auf Grund einer solchen Beurteilung miissen die Salze die Peroxydase in 
gewissem Grade ersetzen*). Daher mu der Zuwachs des Oxydations- 
potentials vom System Peroxydase + H,O,, welcher bei Anwesenheit 
von Salzen beobachtet wird, gleich der Oxydationswirkung des Wasserstoff- 
superoxyds + Salze ohne Peroxydase sein, d.h. gleich der Oxydations- 
wirkung von Wasserstoffsuperoxyd + Salze in inaktivierten Portionen. 
Eine ganz entgegengesetzte Vorstellung iiber die Ursache der Salzwirkung 
gewinnt man aus der von Wiéllstdtter und Stoll5) geiiuBerten Ansicht. 
Nach dieser ,,bewirkt ein Gehalt an Erdalkaliverbindungen, dal die Per- 


1) Willstdtter und Stoll, |. c., 8. 40ff. 

*) A. Bach, Journ. f. Russ. Physik.-Chem. Gesellsch. 44, IT, 2, 1912; 
W. Ipatiew, ebendaselbst, S. 1675. 

8) Euler und Bolin, Zeitschr. f. physik. Chem. 69, 187, 1909; A. Bach 
und Tscherniak, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 41, 2345, 1908.; Woallstdtter 
und Stoll, 1. e. 

*) A. Bach, Ber. d. chem. Ges. 48, 364, 1910. 

5) Willstdtter und Stoi?, |. ¢., 8. 52. 
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oxydasepraparate eine geringe oxydaseihnliche Wirkung zeigen, dab sich 
nimlich Pyrogallollésung mit Peroxydase ohne Hydroperoxyd bei Zutritt 
von Luftsauerstoff langsam briiunt’*. Stellen wir uns auf diesen Standpunkt, 
so miissen wir im Gegensatz zur Auffassung Backs iiber die Rolle der Salze 
bei Oxydationsprozessen annehmen, daB der positive Effekt bei der Zugabe 
von Erdalkalisalzen durch die Teilnahme derselben zusammen mit O, 
an der Bildung von primiiren Peroxyden erklirt wird. Teilen wir diese 
Auffassung von Wallstdtter und Stoll, so miissen wir erwarten, dab der 
Unterschied zwischen der Wirkung des Systems Perorydase + H,O, bei 
der Zugabe von Erdalkalisalzen und ohne solche Zugabe gleich der Oxy- 
dationswirkung der Peroxydase ist, der an Stelle von Peroxyd die gleiche 
(wie im ersten Falle) Menge an Erdalkalisalzen zugefiigt wird. 

Die Lésungen der Chloride wurden aus chemisch reinen Priaparaten 
von Kahlbaum hergestellt. Der Titer wurde mit Hilfe von n/10 AgNO, 
festgestellt. Zuerst wurden stirkere Lésungen bereitet; in diesen wurde 
die Konzentration [H'] ermittelt. Im Fall einer Abweichung von der Kon- 
zventration [H'] des Fermentauszuges wurde die Konzentration der Salz- 
lésung mit derjenigen des Fermentauszuges durch Zufiigen der ent- 
sprechenden Menge an Lauge oder Siure ausgeglichen. Nach dieser Operation 
wurden die Salze mittels Ag N O, auf n/10 Konzentration eingestellt und fiir 
die Versuche verwendet. Die Resultate der Versuche mit n/10 Salzen sind in 
der Tabelle Il angeftihrt. Die Salzkonzentration des Reaktionsgemisches 
war in dieser Versuchsserie gleich n 20, denn die Salzlésungen wurden mit 
gleichen Volumina des Auszuges vermischt. 





Tabelle 11. 
20 Lésungen: NH,Cl Lic! NaCl KCI RbCl 
Relative Aktivitat v. Peroxvdase 96,34 128.09 5281 71.77 79.52 
Pu der Salzportion . . 1 OF 6,65 6.7 6,64 6,64 
Pu d. salzfreien Portion ( Kont rolle) 6.7 6.6 6.6 6.55 6.55 





n/20 Lésungen MgCl, CaCl, ZnCl, SrCl, BaClh, MnCl, 


Relative Aktivitiét v. Peroxvdase | 1445914044 0 141,12 119,08 102.25 
Pu der Salzportion . . . . 64 64 60 66 > 66 62 
Py 4. salzfreien Portion (Kont rolle) 6.6 64 6,7 6.6 67 6.7 


Die beiden letzten horizontalen Reihen der Tabelle IL stellen die 
GréBe des negativen Logarithmus der Konzentration [H'] dar, wobei die 
erste Zahlenreihe den Portionen mit Zugabe von Salzen entspricht; die 
Zahlen der zweiten Reihe zeigen die Reaktion der Kontrollportionen ohne 
Zugabe von Salzen. Vergleicht man die beiden Reihen miteinander, so 
sieht man, da®B die Anderung von Py infolge der Zugabe von Salzen nur 
unbedeutend war. Die Chloride der Alkalimetalle bewirken eine Verschiebung 
der Reaktion der Lésung im Sinne zunehmender Alkalitaét, d. h. sie be- 
giinstigen das Substrat fiir die Peroxydasearbeit. Die Chloride der Erd- 
alkalien verschieben die Reaktion des Substrats umgekehrt im Sinne einer 
Ansiiuerung, und zwar ist die Veranderung hier eine viel gréBere als es im 
entgegengesetzten Sinne fiir Alkalichloride der Fall war. Also beeinflussen 
die Chloridsalze der Erdalkelien die Reaktion des Substrats fiir die Per 
oxydasearbeit weniger giinstig. Am starksten ist die Ansiiuerung, die 
ZnCl, verursacht. Was die Anderung der Aktivitaét des Ferments betrifft, 
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so mu zuerst hervorgehoben werden, daB diese in der Mehrzahl der Fille 
nicht mit der Anderung von p, iibereinstimmt. Nur bei ZnCl, konnte 
man eine solche Ubereinstimmung konstatieren, doch ist auch hier diese 
Ubereinstimmung nur eine teilweise, denn sie geniigt nicht, um den vollen 
Effekt zu erkliren. Zweitens konnten wir feststellen, daB die Chloride 
nach ihrer Wirkung auf die Arbeit der Peroxydase in zwei Gruppen eingeteilt 
werden miissen. Die erste besteht aus den Chloriden der Alkalien, welche 
im allgemeinen auf die Arbeit der Peroxydase (auBer LiCl, das in der an- 
gewandten Konzentration einen stimulierenden EinfluB ausiibte) einen 
hemmenden EinfluB ausiiben. Die zweite Gruppe, die aus den Chloriden 
der bivalenten Metalle besteht, iibte, auBer ZnCl,, eine positive Wirkung 
auf die Peroxydasearbeit aus. Die positive Wirkung der zweiten Gruppe 
war etwas stirker als die negative Wirkung der ersten. Die Chloride der 
bivalenten Metalle iibten auf die Peroxydasearbeit eine gerade entgegen- 
gesetzte Wirkung aus, als fiir Katalase beobachtet worden war'). Dadurch 
wird noch einmal der physiologische Antagonismus, der zwischen den beiden 
Fermenten besteht, bestitigt ; wir beobachten hier denselben Unterschied im 
Verhalten der beiden Fermente, wie das auch in ihrem Verhalten zum Licht 
zutage tritt?). Die hemmende Wirkung von NaCl, KCl, RbCl war dem 
Atomgewicht der Metalle umgekehrt proportional. Das eigenartige Ver- 
halten von LiCl findet eine Erklirung in den besonderen Eigenschaften 
dieses Metalls im Vergleich mit anderen Metallen der Alkaligruppe*). 
NH,Cl nimmt eine Grenzstellung zwischen der positiven Einwirkung von 
LiCl und der negativen Einwirkung der iibrigen Alkalichloride ein. In 
der Gruppe der Erdalkalien tiben MgCl,, CaCl, und SrCl, in einer Kon- 
zentration von n/20 eine gleiche positive Wirkung auf die Erhéhung des 
Oxydationspotientals des Systems Peroxrydase + H,O, aus. BaCl, iibte 
eine zweimal schwiichere Wirkung aus. Das Verhalten von ZnCl, wich 
schon vom Moment der Bereitung der Reaktionsgemische vom Verhalten 
der anderen Chloride derselben Gruppe ab. Bereits bei der Vermischung 
der Lésung von ZnCl, mit dem Auszug trat eine Opaleszenz des Gemisches 
auf, die in anderen Fallen nicht beobachtet wurde, dabei wurde das 
Reaktionsgemisch stark sauer. Dieser Vorgang scheint nicht nur mit der 
hydrolytischen Spaltung des Salzes verbunden zu sein, sondern auch damit 
zusammenzuhingen, daB beim Hinzufiigen des Salzes die Phosphatpuffer- 
verbindungen und die EiweiSpuffer aus der Lésung ausgeschaltet werden *). 
Ferner wurde auch beobachtet, daB die Portionen, denen ZnCl, und MnCl, 
beigegeben wurden, gleich nach dem Zusatz der Salze eine starkere Briitunung 
des Gemisches aufwiesen, was bei den Kontrollportionen ohne Salze nicht 
der Fall war. Man kénnte in einem solchen Verhalten ein Zeichen dafiir 
erblicken, daB die Peroxydasearbeit in Gegenwart dieser Salze begiinstigt 
wird, wenn nicht in den gekochten Portionen mit denselben Salzen eine 
ganz analoge Verstirkung der Fiarbung eintrat. 

Nachdem die Kélbchen mit ZnCl, die iibliche Zeit im Thermostaten 
gestanden hatten, hatte der ausgeschiedene Niederschlag nicht das fiir 
Purpurogallin charakteristische Aussehen eines feinkristallinischen rot- 
braunen Pulvers angenommen; der gebildete Niederschlag war flockenartig, 


') Diese Zeitschr. 149, 63, 1924. 

2) C. Oppenheimer, |. c. 

3) O. Baudisch, diese Zeitschr. 106, 134, 1920. 
*) Siehe Mitteilung I. 
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dunkelbraun und war in den aktiven und inaktivierten Portionen fast 
gleich. MnCl, verursachte auch einen Niederschlag in der inaktivierten 
Portion. Bei der Filtration der Portion mit ZnCl, blieb auf dem Filter ein 
schwarzer Niederschlag, der beim Auswaschen mit kaltem Wasser aufgelist 
wurde; auf dem Filter blieb hernach ein schwacher Niederschlag, der 
schwach orange gefirbt war und sich restlos in 5cem starker H,SO, 
unter schwacher Firbung liste. Die Menge von KMnQ,, die fiir die in- 
aktivierte Portion gebraucht wurde, war sogar etwas gréBer (um 0,35 ecm) 
als fiir die aktive'). Die inaktivierte Portion mit MnC], forderte auch eine 
zweimal gréBere Menge von KMnQ, als die inaktivierte Portion ohne 
Zugabe von Salz; doch war die Menge des verbrauchten K MnO, bei der 
inaktivierten Portion + MnCl, unvergleichbar kleiner als bei der aktiven 
Portion mit Zugabe von MnCl, (im Mittel wurde fiir zwei aktive Portionen 
22,7 cem n/10 KMnO, — und fiir zwei inaktivierte 1,0cem KMn0O, ge- 
braucht). Vergleicht man den Verbrauch von Chamialeon bei den inaktivierten 
Portionen, so sieht man, daB die inaktivierte Portion mit MnCl, zweimal 
mehr, und die inaktivierte Portion mit ZnCl, dreimal mehr K Mn O, forderte 
als die inaktivierte Kontrollportion ohne Zusatz von Salzen; Kontroll- 
portion 0,5cem, MnCl, 1,0cem; ZnCl, 1,65cem. Wenn es zulissig ist, 
von einer Bildung solecher sekundirer Peroxyde durch Salze zu sprechen, 
die einigermaBen die Peroxydase zu ersetzen vermégen, so kann sich das 
in unseren Versuchen nur auf MnCl, und ZnCl, beziehen; nur diese Salze 
haben einen kleinen Effekt in den inaktivierten Portionen hervorgerufen, 
doch rief der Zusatz von Salzen keine Erhéhung des Oxydationspotentials 
in den aktiven Portionen hervor. Im Gegenteil verursachte ZnCl,, welches 
eine ausgesprochene Steigerung des Oxydationspotentials des Hydro- 
peroxyds in Abwesenheit von Peroxydase hervorrief, keine VergréBerung 
der Aktivitit der Peroxydase, sondern hemmte die Wirkung der letzteren 
vollig. AuBer dem gesteigerten Verbrauch von KMnQO, konnte man fest- 
stellen, daB die inaktivierten Portionen mit MnCl, und ZnCl, eine intensivere 
Farbung der Filtrate hervorriefen als die inaktivierten Kontrollportionen 
ohne Salze. Bei Zn war die Farbung nach der kolorimetrischen Bestimmung 
3,5mal stiirker, bei Mn 1,7mal stiirker als in den Kontrollportionen ohne 
Salze. Die Intensitit der Firbung konnte nicht nur von einer energischeren 
Oxydation abhangen, sondern auch von der Reaktion der Lésung beeinfluBt 
werden; solche Salze wie ZnCl, und MnCl, rufen eine merkliche Ansiiuerung 
des Substrats hervor; wir haben aber oben schon erwihnt, daB e.n Zusatz 
von Saéure die schwache Firbung der Pyrogallollésung verstirkt. Auch in 
Abwesenheit eines natiirlichen Substrats wird das Gemisch von Pyrogallol 
mit H,O, in Gegenwart von ZnCl, und MnCl, schneller gelb gefirbt als 
ohne diese Salze. Bei allen anderen Salzen, auch die Chloride der Erd- 
alkalien eingeschlossen, zeigten die inaktivierten Portionen stets dasselbe 
Verhalten wie die Kontrollportionen ohne Salze (gleiche Mengen von K MnO, 
und eine blaBgelbe Farbe des Filtrats). 

Wir sehen also aus den Ergebnissen dieser Versuchsreihe, dab die 
stimulierende Wirkung der Erdalkalisalze nicht durch Bildung sekundirer 
Peroxyde erklairt werden kann, weil bei der Inaktivierung der Peroxydase 
die Salze keinen positiven Effekt hervorzurufen vermiégen. Wiirde die 
férdernde Wirkung der Erdalkalisalze auf der Eigenschaft, daB ihre Kationen 


1) Hydrolytische Oxydation durch Zn(OH), ohne Einwirkung von 
Peroxydase. 
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der Peroxydase den Charakter einer vollstindigen Oxydase zu geben 
vermégen, beruhen [wie dieses Willstdtter und Stoll') annehmen], so muBte 
dieses folgendermaBen zum Ausdruck kommen. Der Oxydationseffekt 
miiBte in Abwesenheit von Peroxyd aber in Gegenwart von Erdalkalisalzen 
dem Zuwachs der Oxydationsarbeit des aktiven Auszuges + H,O, bei 
Zugabe von Erdalkalien gleichkommen. Wir haben einen Versuch in Ab- 
wesenheit von H,O, unter Innehaltung aller anderen friiheren Bedingungen 
unternommen. Es stellte sich heraus, daB die Chloride der Erdalkalien bei 
Abwesenheit von H,O, nicht nur keine Verstiirkung der Oxydation hervor- 
riefen, sondern im Gegenteil eine Hemmung derselben bewirkten, wenn man 
nach der Intensitiit der Farbung tiber die Oxydationswirkung urteilen 
wollte. In keiner Portion mit oder ohne Zusatz von Salzen wurde ein 
Niederschlag von Purpurogallin gebildet. Nach dem Zuwachs von Purpuro- 
gallin, welecher durch den Zusatz von Erdalkalichloriden zum System 
Peroxydase + H,O, entstand, zu urteilen, konnte man erwarten, dab, wenn 
die gestellte Voraussetzung richtig ist, auch bei Ausschaltung von H,O, 
die Erdalkalisalze eine Bildung von Purpurogallin in wagbaren Mengen 
hervorrufen werden. Da aber kein Niederschlag gebildet wurde, so mubte 
die Bestimmung der Intensitét der Oxydation kolorimetrisch vorgenommen 
werden; beim Vergleich wurde die Intensitaét der Farbe der inaktivierten 
Portion ohne Salze gleich 1 gesetzt. Wir erhielten folgende Resultate, die in 
Tabelle TIL wiedergegeben sind. 





Tabelle 111. 
n/20 Lésungen: Ohne Salze NaCl KCl MgCl, CaCl, 
Relative Intensitaét der Farbung 231 2416 1.793 O984 0.799 
Intensitat in Proz. zur Kontroll- 
portion ohne Salze ..... 100 104.7 776 42.6 34.6 
67 6.75 6.7 6.55 65 


Det endoe 600g 2 Se a8 6084 


In Abwesenheit von H,O, bewirkten die Erdalkalisalze nicht nur keine 
Verstérkung der Lésungsfarbe, sondern schwichten sie sogar ab. 

Wir sehen also, daB die von uns gewonnenen Resultate nicht mit den 
Auffassungen von Bach und Willstdtter iiber die Wirkung der Erdalkalisalze 
in Einklang zu bringen sind. Die Erhéhung des Oxydationspotentials vom 
System Peroxydase +- H,O, durch Zusatz von Erdalkalisalzen, kann weder 
durch’ Bildung von sekundiaren Peroxyden, die ahnlich wie Peroxyvdase zu 
wirken vermégen, noch durch ihre Eigenschaft, als primire Peroxyde zu 
fungieren oder die Bildung solcher Peroxyde zu férdern (d. h. Oxygenase zu 
ersetzen oder zu aktivieren) erklirt werden. 

Es blieb nur noch die Annahme iibrig, die Bildung von Komplexverbin- 
dungen der Salze mit dem Substrat nachzupriifen. Wir haben schon erwaéhnt, 
daB in den Arbeiten von Bach und Marianowitsch*®) ein und dasselbe Salz 
bei der Oxydation der Phenole mittels einer Phenolase aus Lactarius 
velereus eine verschiedene Wirkung ausléste; einige von den Substraten 
wurden in Anwesenheit desselben Salzes schneller oder langsamer oxydiert. 
Die Verfasser erklarten diese Erscheinung dadurch, daB die Salze mit den 
Substraten Komplexverbindungen bilden, die mit einer anderen Geschwin- 


1) Le. 
%) le. ° 
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digkeit als das Ausgangssubstrat oxydiert werden'). Um zu priifen, in 
welchem Mabe diese Ursache in unseren Versuchen mitspielte, unternahmen 
wir einen Versuch mit denselben Salzen und dem System Fe” + H,0O,. 
Bildet das Pyrogallol mit Salzen wirklich Komplexverbindungen, die durch 
das System Peroxrydase +- H,O, anders als Pyrogallol oxydiert werden, so 
sind wir berechtigt, zu erwarten, daB dieselbe Wirkung der Salze auf die 
Oxydation von Pyrogallol auch in Anwesenheit eines anderen Katalysators 
als Peroxydase, in unserem Falle von Eisenoxydul, bestehen bleibt. 

Kolorimetrische Berechnung der Oxydationsintensitadt von Pyrogallol 
durch das System Fe” + H,O, und die Abhdngigkeit derselben von der An- 
wesenheit von Chloriden: Li, Na, K, Mg, Ca, Zn, Sr, Ba und Mn. Kontroll- 
portion: 40 ccm destilliertes Wasser, 6 ccm 2proz. frisch bereiteter und fil- 
trierter Lésung von Pyrogallol, 5 cem 1 proz. Hydroperoxydlésung und | cem 
0,01 proz. Lésung von FeCl,. Versuchsportionen: 20 cem destilliertes Wasser, 
20 cem n/10 Chloridlésung, 6 cem 2proz. Pyrogallol, 5cem | proz. Lésung 
von H,O, und 1 cem 0,01 proz. Lésung von FeC],. 

Nach einem Zusatz von lecm einer 0,01 proz. Lésung von FeC], farbte 
sich die Fliissigkeit nur sehr langsam; darum fiigten wir noch je 2 Tropfen 
0,1 proz. Liésung von FeCl, zu jeder Portion hinzu. (Nach Verlauf von 
1% Stunden, wihrend deren die Lésungen bei Zimmertemperatur gestanden 
hatten und einen vergleichbaren rotbraunen Ton angenommen hatten, 
wurde eine kolorimetrische Bestimmung der Intensitét ihrer Farbe vor- 
genommen. Vor der Bestimmung wurden zu jeder Portion 50 ccm destillierten 
Wassers zugegeben. Die Intensitit der Farbung der Kontrollportion wurde 
gleich 100 angenommen. Wir erhielten folgende Reihe: 





Obne Salze_ LiCl NaCl KCl | MgCl CaCl, ZnCl, | SrCly Ba Cl, MaCh 

an Ve ae ee ee ee ee 

Vergleicht man diese Reihe mit den entsprechenden Zahlen der 
Tabelle II, so kann man sehen, da8 nur fiir NaCl und KCl die Wirkung des 
Systems Fe” + H,O, und des Systems Perorydase + H,O, auf die Ver- 
iinderung des Oxydationspotentials eine gleiche war, darum wird die An- 
nahme sehr wahrscheinlich, daB die Wirkung der Salze auf der Bildung 
von Verbindungen zwischen diesen Salzen und dem Substrat beruht, 
welche schwerer der Oxydation unterliegen als das Substrat fiir sich allein. 
Was andere Salze und speziell die Erdalkalichloride anbetrifft, so kann ihre 
Einwirkung auf die Verainderung des Oxydationspotentials nicht durch 
die oben angefiihrte Ursache erklirt werden. Hier scheint die Ursache 
in einem Zusammenwirken der Salze mit dem Ferment selbst zu liegen. 
Welcher Art diese Wirkung ist, kann gegenwiirtig nicht entschieden werden; 
man kann nur mehr oder weniger plausible Annahmen machen. Speziell 
iiber die Erdalkalien, die immer in den Priaparaten der Peroxydase vor- 
kommen, kann angenommen werden, daB dieselben die Rolle der Kinasen 
iibernehmen, indem sie das Zymogen der Peroxydase in eine aktive Form 
des Ferments iiberfiihren. Eine solche Rolle der Erdalkalien und speziell 
des Ca wurde mehrmals fiir andere Fermente gefunden®). AuBerdem 


1) Eine leichtere Oxydation vom Substrat, das Komplexverbindungen 
mit Salzen bildet, wird chemisch auch durch spitere Beobachtungen be- 
statigt. O. Baudisch, diese Zeitschr. 106, 134, 1920. 

*) H. Euler, Chemie der Enzyme 1, 146, 1920, 
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kénnen die Erdalkalisalze indirekt die Arbeit der Peroxydase begiinstigen, 
indem sie ihren physiologischen Antagonisten, die Katalase, hemmen'); 
es ist bekannt, da in Gegenwart von Katalase unter der Einwirkung von 
H,O, eine Zerstérung der Peroxydase stattfinden kann?*). Solch eine 
Méglichkeit besteht aber nicht fiir MnCl,, denn dieses Salz iibte auf die 
Katalase eine ausgesprochen hemmende Wirkung aus®), fiir Peroxydase 
aber erwies sich dieses Salz als indifferent. Die absolute Hemmung der 
Peroxydase durch Zink beruht unzweifelhaft auf der Adsorption des Ferments 
durch die Koagulation der Kolloide des Auszuges einerseits, andererseits 
aber auf der Ansiiuerung des Substrats, d. h. auf der summaren Wirkung 
mindestens zweier Faktoren. 

3. Versuchsreihe. Einwirkung von Chloriden in einer Konzentration 
von n/800 auf die Aktivitdt der Peroxydase. In einer lebenden Zelle kann 
man schwer solche Konzentrationen wie n/20 erwarten. Darum schien es 
von Interesse, zu verfolgen, wie die Salze die Arbeit des Ferments beein- 
flussen werden bei einer Verdiinnung bis zu kleinsten Konzentrationen. 
Aus einer ganzen Serie von Konzentrationen, die wir untersucht haben, 
wollen wir hier die Versuchsreihe wiedergeben, bei der wir den gréBten 
positiven Effekt beobachtet haben. Als Ausgangslésung fiir unsere Versuche 
brauchten wir dieselben n/10 Lésungen der Salze, die wir fiir unsere friiheren 
Versuche verwendet hatten. Diese Lésungen wurden in der gegebenen 
Serie von Versuchen mit destilliertem Wasser im Verhaltnis | : 40 verdiinnt. 
Die so erhaltenen n/400 Lésungen wurden mit gleichen Mengen des Samen- 
auszuges vermischt. Alle Bedingungen, auBer den Salzkonzentrationen, 
waren die friiheren. Die Resultate sind in Tabelle IV zusammengestellt : 


Tabelle 1V. 





n/800 Losungen NH,Cl LiCl NaCl KCl RbCl 


Relative Aktivitat v. Peroxydase 90,7 97,83 92,75 96,3 85,64 
Py der Salzportionen ..... 6,5 6,55 ,7 6,6 6,55 
Py der Kontrollportion (ohne 

Pee ae a ee 6,5 6,5 6,7 6,5 6,55 





n/800 Lésungen: MgCl, CaCl, ZnCl, SrCl, BaCl, MnCl, 


Relative Aktivitiit v. Peroxydase 943 143.0 2402 1535 165.2 72,16 


Pu der Salzportionen .... . 6.50 66 62 6.5 65 65 
Py der Kontrollportion (ohne 
NS Ss 6664. 48's 6,55 65 655 65 6,5 6,55 


Zuniichst muB bemerkt werden, daB die Verschiebung der Reaktion 
(Py), welche bei einigen Salzen beobachtet wurde, hier nicht mehr beobachtet 
wird. So geben Mg und Mn keine Verschiebung mehr; Zn gibt eine viel 
kleinere Verschiebung. Die Aktivitét der Peroxydase wurde im Vergleich 
zu héheren Konzentrationen so verindert, daB bei einigen Salzen eine 
Verstérkung der Peroxydasewirkung, bei anderen hingegen eine schwachere 
Wirkung als bei entsprechenden Salzlésungen von héherer Konzentration 
festgestellt wurde. So konnte man eine Schwiichung der hemmenden 


') A. Smirnow und S. Ph. Alissowa, diese Zeitschr. 149, 63, 1924. 
*) C. Oppenheimer, Die Fermente 2, 1913. 
3) W. Favre, diese Zeitschr. 33, 32, 1911; Smirnow und Alissowa, }. c. 
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Wirkung der Alkalimetalle auBer N H,C] korstatieren. LiCl] biiBte in einer 
Konzentration n/800 seine positive Wirkung ein und zeigte fast die gleiche 
Wirkung wie die Kontrollportion ohne Salz. In der Erdalkaligruppe iibten 
die Salze von Ca, Sr und Ba einen positiven Effekt auf die Wirkung von 
Peroxydase aus, wobei Ca in der Konzentration n/800 dieselbe Wirkung 
austibte, wie bei der friiher untersuchten Konzentration n/20; Sr und Ba 
verstirkten bei der Konzentration n/800 ihre Wirkung. Mg, welches einige 
chemische Eigentiimlichkeiten im Vergleich zu anderen Erdalkalimetallen 
aufweist, verhielt sich in dieser Verdiinnung.wie Li und biiBte hier seine 
stimulierende Wirkung ein; es iibte sogar einen hemmenden Einflu®8 auf 
die Peroxydase aus und zeichnete sich nach seiner biochemischen Wirkung 
auch vor anderen Metallen der Erdalkaligruppe aus. Bei starker Verdiinnung 
iibten die Metalle Mg, Ca, Sr und Ba eine um so griéBere positive Wirkung 
auf die Aktivitat der Peroxydase aus, je héher ihr Atomgewicht war. 
ZnCl, ruft auch bei dieser Verdiinnung eine stark hemmende Wirkung auf 
die Arbeit von Peroxydase aus. Es ist interessant, daB die Zn-Salze und 
auch die Cd-Salze auf die Reduktase einen hemmenden EinfluB ausiiben'). 
SchlieBlich tibt auch das MnCl, bei starker Verdiinnung eine hemmende 
Wirkung auf die Peroxydase aus und wird also in dieser Hinsicht aktiv. 
Es ist interessant, festzustellen, daBb von zweiwertigen Metallen eine 
hemmende Wirkung nur MgC], und MnCl, ausiiben; diese Salze werden 
bei Verdiinnung merklich hydrolysiert. Diese Eigenschaft erlaubt die 
- Wirkung der Salze auf das Ferment durch die Annahme zu erkliiren, daB 
die Salzlésungen eine Additivitaét zu Ionen und Molekiilen des Ferments 
zeigen. In starken Konzentrationen existieren die Tonen Mgt* und Cl~ in 
gleichen Mengen; es scheint, daB dabei die positive Wirkung von Mg” gréber 
ist als die negative Wirkung von Cl-l[onen, darum beobachteten wir einen 
positiven Effekt. Bei der Verdiinnung wiichst die Menge der hemmenden 
Cl-Ionen im Vergleich zu den stimulierenden Ionen des Mg, denn die 
letzteren bilden schwach dissoziierbare Hydrate. Das gleichgiiltige Ver- 
halten der Peroxydase zu MnCl, bei hohen Konzentrationen desselben und 
die schwichere Wirkung der Peroxydase bei einer Verdiinnung der Lésung 
von MnCl, spricht dafiir, daB die Starke der gegenseitigen Wirkung der 
Ionen Mn** und Cl- ungefiahr gleich ist; bei starken Lisungen, in welchen 
die Zahl der entgegengesetzt geladenen Ionen ungefihr gleich ist, wird 
auch ihre Wirkung gegenseitig ausgeglichen. Bei der Verdiinnung werden 
schwach dissoziierbare Molekiile von Manganhydroxyd gebildet, dadurch 
entsteht in der Lésung ein Uberschu8 an hemmenden Cl-Ionen. Da, im 
Falle von MnC},, bei Verdiinnung die Cl-lonen den schwiicher als Mg-Ionen 
wirkenden Mn-lIonen entgegengestellt werden, so ist es begreiflich, dab 
der Effekt bei einer Zugabe von MnCl, starker ist, als bei einer solchen 
von MgCl,. Die Zunahme der positiven Wirkung von SrCl, und BaCl, 
bei einer Verdiinnung derselben zwingt zur Annahme, dab undissoziierte 
Molekiile eine hemmende Wirkung auf die Arbeit des Ferments auslésen. 
Der positive Effekt hangt von den Metallionen ab, und da bei Verdiinnung 
immer weniger ganze Molekiile in der Lésung verbleiben, so wird auch 
die hemmende Wirkung schwiicher. Bei weiterer Verdiinnung der Salz- 


1) S. Kostytschew und Subkowa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 3, 132, 1920. 
Doch die Ergebnisse der Kostytschewschen Versuche wurden spiiter nicht 
bestatigt. H. Kumagawa, diese Zeitschr. 121, 150, 1921; Alb. May, eben- 
daselbst 141, 147, 1923. 
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losungen muB auch die Konzentration der Ionen sinken, im Zusammenhang 
damit nimmt auch der Wirkungseffekt der Salzlésungen auf die Ferment- 
arbeit ab. 

Das Ammoniumchlorid wirkt wie MnCl, bei Verdiinnung negativ, 
doch in schwacherem MaBe. Hier scheint der Effekt auch auf einer ver- 
schiedenen Wirkung von undissoziierten Salzmolekiilen und einzelnen 
Ionen zu beruhen. 

4. Versuchsreihe. Anderung der Aktivi’*t von Peroxydase im Zusammen- 
hang mit der Konzentrationsénderung von Chloriden. Bei der eben unter- 
suchten Konzentration (n/800) rufen manche Salze einen Bruch der Kurve, 
welche die Wirkung der Salze auf die Aktivitaét der Peroxydase wiedergibt, 
hervor. So sieht man bei dieser Konzentration eine ausgesprochen 
hemmende Wirkung von NH,Cl, MgCl,, MnCl,. Bei einer stiarkeren und 
auch bei einer schwicheren Konzentration wird die Wirkung dieser Salze 
abgeschwiicht. Das MgCl, andert seine Wirkung bei einer Steigerung der 
Konzentration, so daB bei hoher Konzentration seine Wirkung entgegen- 
gesetzt wird. Barium und Strontium zeigen bei dieser Konzentration das 
Maximum ihrer stimulierenden Wirkung. Wir wollen uns nicht linger 
mit der Wirkung der einzelnen Salze bei verschiedenen Konzentrationen 
aufhalten und bringen hier eine Tabelle, in welcher die GréBen der relativen 
Aktivitiit von Peroxydase bei verschiedenen Salzkonzentrationen zusammen- 
gestellt sind: 











Tabelle V. 
Salze 
Konzentration on) Sameer ees ta 
NH,Cl Licl | NeCl KCl RbCl 
n/20 96 36 128,09 52,81 F177 79,52 
| eee _— — —- 71.4 — 
n/so , . 94,50 97,21 70,58 69,67 85,89 
= _ _ — 89.76 om 
ES 90.70 97 83 92.75 96 30 85.64 
n/8000 ... 98 40 100,00 98,12 101 356 _ 
n/40000, . ,. 98,18 — 97,41 100,48 — 
n/200 000 . , —_ — — — amas 
Salze 
Konzentration - 

MgCl, CaCl, ZnCl, SrCl, BaCl, MnCl, 
oe 144,59 140,44 0 141,12 119,08 102,25 
| J Sea — 139,80 — om ile 
are 117,36 143,45 1,04 146,03 146,58 66,24 
n/400 .... — — — — — — 
AES 94.37 143,00 24,02 153,51 165,18 72,16 
n/S8000 . .,. 92,90 127,23 72.84 156,50 160,71 88,07 
n/40 000... 98,73 105,95 92,95 — 134,54 90,68 
n/200000 . , — 98,09 — 112.3 — - 


Die Gruppe der Alkalisalze zeichnet sich dadurch aus, da diese Salze 
die Peroxydasewirkung hemmen, nur das LiCl bei einer Konzentration 
von n/20 bildet eine Ausnahme. Eine Wiederholung der Versuche mit LiCl 
ergab dieselben Resultate. Die positive Wirkung von LiCl bei hohen 
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Konzentrationen zwingt zur Annahme. daB® dieser Effekt durch ganze 
Molekiile hervorgerufen wird; das Ausbleiben der Einwirkung von LiCl 
bei Verdiinnung zeigt, dal die entgegengesetzte Wirkung der beiden lIonen 
gleich ist. Die gréBte hemmende Wirkung bei hohen Konzentrationen 
iibt das NaCl aus, bei Verdiinnung iibt das RbC! den griBten hemmenden 
Einflub. Bei einer Verdiinnung, die héher als n/800 ist, wirken die Alkali- 
salze nicht mehr. KCl und RbC! zeichnen sich durch ihre stabilere Wirkung 
bei Verdiinnung als das NaCl aus, insbesondere gilt das fiir RbCl. Strontium 
und Barium sind die starksten Stimulatoren aus der Gruppe der Erdalkalien. 
Bei einer Verdiinnung n/200000 kuunte man noch einen positiven Effekt 
dieser Salze konstatieren. Eine ahn'i he Wirkung iibt auch das Calcium 
aus. Dieses Salz besitzt die Eigentiimlichkeit, ungefahr denselben positiven 
Effekt bei einem breiten Intervali von Konzentrationen (n/20 bis n/800) 
auszuiiben. Bei einer Verdiinnung, die stirker als n/40000 ist, biiBt das 
CaCl, seinen Einflu8 auf die Peroxydasearbeit ein. 

Der positive Effekt der Erdalkalichloride ist starker als die hemmende 
Wirkung der Alkalichloride, auBerdem duBert sich die Wirkung der ersteren 
bei viel starkerer Verdiinnung als die Wirkung der letzteren. Das eigentiimliche 
Verhalten von MgCl, und MnCl, bei einer Verdiinnung ihrer Lésungen 
scheint, wie schon friiher erwihnt wurde, in einem Zusammenhange mit 
ihrer Fahigkeit, Hydrate zu bilden, zu stehen. Da das MgCl, bei einer 
Verdiinnung sehr schnell seinen positiven Effekt einbiiBt, so ist sein EinfluB 
auf den Gang der physiologischen Prozesse, welcher mit der Wirkung der 
Oxydationsfermente verbunden ist, entweder gleichgiiltig oder schwach 
hemmend. Das MnCl, besitzt in physiologisch-effektiven Konzentrationen 
eine ausgesprochen hemmende Wirkung. Die Nutzlosigkeit von Mn fiir die 
Oxydasenbildung wurde schon mehrmals erwihnt'). ZnCl, wirkte auch 
bei sehr starken Verdiinnungen (n/40000) hemmend auf die Peroxydase 
ein. Bei diesen Konzentrationen wirken nur zwei Chloride hemmend auf 
die Peroxydase: ZnCl, und MnCl,. Unter allen von uns untersuchten 
Chloriden besitzen gerade diese Chloride (ZnCl, und MnCl,) am meisten 
die Fahigkeit der Hydrolysation. Die Wirkung von ZnCl, basierte, wie 
es scheint, hauptsichlich auf der Koagulation von Kolloiden, welche bei 
diesem Vorgang auch die Peroxydase aus der Lésung ausschalten. Wir 
haben beobachtet, daB Stoffe, die eine Adsorptionsfahigkeit besitzen, den 
Peroxydaseauszug inaktivieren. (Dabei ist es einerlei, was fiir eine Ladung 
diese Stoffe besitzen; so wirken z. B. Talkum, Filtrierpapier in groBen 
Mengen, Tonerde, Eisenhydroxyd.) Dieselbe Wirkung zeigte anscheinend 
auch das Zink, welches eine merkbare Opaleszenz bei Vermischung von 
ZnCl, (bis zu Konzentrationen n/8000) mit Ausziigen von Peroxydase 
hervorrief. Es mu8 hervorgehoben werden, daB solche Salze, wie ZnCl, 
und MnCl,, welche in Lisungen Hydroxyde bilden, mit deren Hilfe eine 
hydrolytische Oxydation denkbar ist, nicht das Oxydationspotential des 
Systems Peroxrydase + H,O, zu erhéhen imstande sind, sondern dasselbe 
in umgekehrter Richtung beeinflussen. 

Graphisch ist die Veriinderung der Aktivitaét der Peroxydase im Zu- 
sammenhang mit der Konzentrationsinderung der zu untersuchenden 
Salze in Abb. 2 wiedergegeben; hier sind auf der Abszissenachse die Kon- 


1) A. W. van der Haar, diese Zeitschr. 118, 19, 1921. Gegenwiartig 
gibt es Andeutungen dafiir, daB das Mn die Vitamine begleitet: J. 8. 
Mc Hargue, Journ. of agricuit. Research. 27, Nr. 6, 8. 417, 1924. 
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zentrationen und auf der Ordinatenachse die GréBen der relativen Wirkung 
von Peroxydase aufgetragen. 

Wir méchten bei der Betrachtung der Wirkung verschiedener Kon- 
zentrationen von Chloriden darauf hinweisen, daB die Erhéhung der Aktivitat 
von Peroxydase durch physiologisch-effektive Konzentrationen der Salze 
nur durch Erdalkalimetalle hervorgerufen wurde. Da aber diese Metalle 
den Hauptbestandteil der Asche der Peroxydase bilden, so ist man zu der 
Annahme berechtigt, daB diese Metalle nicht nur zufdllig die Peroxydase 
begleiten, sondern auch unentbehrlich fiir die Aktivitdt des Ferments sind. 
Es kénnte sein, da8 durch die Erdalkalisalze die Umwandlung des Proferments 
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Abb. 2. Anderung der Peroxydasearbeit der Weizensamen unter dem Einflu8 verschiedener 
Konzentrationen der Chloride 


in die aktive Form geschieht. Der positive Effekt, den die Erdalkalichloride 
hervorrufen, éuBert sich noch schirfer, wenn der fermentative ProzeB nur 
kurze Zeit durchgefiihrt wird. Wir sahen, da8 das CaCl, bei einer Einwirkung 
wiahrend 20 Stunden die Aktivitaét des Ferments um 43 Proz. erhéht (bei 
einer Konzentration von n/800), bei weiterer Verdiinnung und bei gleicher 
finwirkungsdauer wird die Wirkung von CaCl, herabgesetzt. Verkiirzt 
man jedoch die Einwirkungsdauer auf 3% Stunden bei sonst gleichen 
Bedingungen, so bekommt man eine Steigerung der Aktivitaét des Ferments 
bei einer zweimal schwiicheren Konzentration von CaCl, (n/1600) bis 
107 Proz. Ebenso ruft auch das MgCl,, welches bei einer Konzentration 
n/80 und bei Einwirkungsdauer von 20 Stunden einen Zuwachs der Aktivitat 
von Peroxydase um 17 Proz. zeigt, bei unveriinderter Konzentration aber 
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bei einer Einwirkungsdauer von 3 Stunden eine Steigerung der Peroxydase- 
aktivitat um 75 Proz. Eine Zufiigung von Pyrogallollésung und H,0O, 
zum Reaktionsgemisch, welches Erdalkalisalze enthalt, ruft eine unmittelbare 
Ausscheidung von Purpurogallin hervor, die Kontrollportionen ohne Salze 
bilden den Niederschlag des Purpurogallins viel spiiter. Wiirde man die 
stimulierende Wirkung der Erdalkalien unmittelbar nach der Zusammen- 
setzung des Reaktionsgemisches vornehmen, so wiirde diese Wirkung 
durch eine unendlich groBe Zahl ausgedriickt. 

Die erhéhte Aktivitét von Peroxydase in Anwesenheit von Erd- 
alkalisalzen und speziell in Anwesenheit von Ca erlaubt uns, einige Eigen- 
tiimlichkeiten des Stoffwechsels von etiolierten Pflanzenkeimlingen bei 
der Ernaihrung mit Calciumsalzen aufzukléren. Wir haben gezeigt, daB die 
Keimlinge, die ihren Vorrat an Kohlenhydraten aufgezehrt haben, in 
ihren Geweben Ammoniak aufzuspeichern beginnen'). Besonders stark 
aiuBert sich diese Eigenschaft bei einer Ziichtung auf Calciumsalzen. Eine 
natiirliche Ammoniakquelle im Organismus bilden die Aminosiuren; 
diese letzteren vermégen das Ammoniak im ProzeB der hydrolytischen 
Oxydation, welche nach dem Typus der Streckerschen Reaktion verliuft. 
abzuspalten: 


RCHNH,COOH + 2HOH + ¢,H,O, = RCHO + H,O + CO, 
+ CgH,(OH), + NH. 


Als Akzeptoren der Wasserstoffionen fungieren in den Pflanzen dic 
dem Benzochinon ahnlichen Verbindungen: Sie entstehen avs Hydro- 
chinonderivaten, welche sich aus Glucosiden oder Gerbstoffen bilden 
kénnen*). Das Chinon, welches im ProzeB der hydrolytischen Oxydation 
bis zum Hydrochinon reduziert wird, wird wieder regeneriert, indem das 
Hydrochinon in Anwesenheit von Peroxyden durch Peroxydase oxydiert 
wird. Die Caleciumsalze beschleunigen diese Regeneration des Wagsserstoff 
akzeptors durch die Erhéhung der Aktivitét von Peroxvdase, darum be. 
wirken diese Salze auch eine schnellere Oxydation von Aminosiiuren und 
folglich auch die Bildung von NH,. Die Erhéhung der Aktivitét von Per 
oxydase durch Anwesenheit von Ca ruft gleichzeitig eine schnellere Ver 
brennung der intermediiren Spaltungsprodukte der Kohlenhydrate hervor; 
dieses hat aber zur Folge, da®B das stickstofffreie Material, welcehes fiir die 
Synthese von organischen Derivaten des Ammoniaks unentbehrlich ist, 
auch schnell verbraucht wird. Durch die Erhéhung der Aktivitit von 
Oxydationsfermenten unter der Einwirkung von Calciumsalzen kOnnen auch 
die Erscheinungen, welche bei Vegetationsversuchen wahrgenommen 
werden, und die sich in einer Ammoniakvergiftung bei Ernihrung mit 
Calciumsalzen iuBern, erklirt werden. Solche Vergiftungserscheinungen 
beobachtet man besonders bei Ernihrung mit Ammoniaksalzen und Nitriten 
im ersten Entwicklungsstadium, wenn die assimilierende Blattfliiche noch 
nicht ausgebildet ist und die Synthese der Kohlenhydrate nur schwach ist. 
Auch der schiidliche Einflu8 von Kalk auf die Lupine kann durch das oben 


1) A. J. Smirnow, diese Zeitschr. 187, 1, 1923; Zeitschr. f. Pflanzen- 
ernahrung und Diingung, Teil A, 3. Jahrg., H. 1, 1924. 

*) Nach Palladin miissen die entsprechenden Stoffe als Atmungs- 
pigmente (Chinongruppen), Chromogene (Hydrochinongruppen) und auch 
Prochromogene (ein Stadium, bei welchem die Chromogengruppen ver- 
bunden sind) bezeichnet werden. 
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Gesagte erklart werden'); wie bekannt, zeichnen sich die Lupinen durch 
ihre Armut an Reservekohlenhydraten und den Reichtum an Stickstoff- 
reservestoffen aus. 

5. Versuchsreihe. Die Einwirkung von Kisenoxyd- und Quecksilberoxyd- 
salzen auf die Aktivitdt von Peroxydase. Nach Willstdtter und Stoll) be- 
findet sich in der Asche von Peroxydase in kleinen Mengen Eisen; bei 
Reinigung von Pritparaten kann man wahrnehmen, daS mit einer Steigerung 
der Aktivitiit des Ferments auch der Gehalt an Eisen im Ferment zunimmt. 
In der Voraussetzung, daB das organisch gebundene Eisen die Ubertragung 
von Sauerstoff tibernimmt und somit die Wirkung von Peroxydase bedingt 
{solch eine Vermutung wurde von vielen aufgestellt*)], hat der Verfasser 
eine Berechnung unternommen. Es stellte sich dabei heraus, daB die unter 
dem EinfluB des Peroxydasepraparats ausgeschiedene Menge des Purpuro- 
gallins in keinem direkten Verhiltnis zum Eisengehalt des Praparats stand 
und viel gréBer war, als es nach der Berechnung (vom Eisengehalt aus- 
gehend) zu erwarten war. Gibt man kiinstlich zum Peroxydasepriparat 
Eisenoxydulsalze, so wird die Aktivitiit des Pritparats dadurch nicht erhéht. 
Die Wirkung ist in diesem Falle gleich der Summe beider wirkenden 
Faktoren. Die Vorganger von Wilistdtter und Stoll erhielten zwar weniger 
aktive Peroxydasepriparate, aber dieselben waren ganz frei von Eisen‘). 
Das alles spricht dafiir, da} die Anwesenheit von Eisen nicht als eine un- 
bedingt nétige Bedingung fiir die Peroxydasearbeit angesehen werden muB. 
Dessen ungeachtet war es doch von Interesse, noch einmal die Eisenwirkung 
als eines Regulators bei der Veriinderung der Aktivitiéit von Peroxydase 
zu priifen; auch schien es interessant, die Wirkung von Eisen mit der 
Wirkung anderer Komponenten der Peroxydasenasche zu _ vergleichen. 
Um die selbstiindige Wirkung des Eisens als eines Induktors abzuschwichen, 
haben wir das Eisenoxydsalz der Weinsiiure®) genommen. Ein organisches 
Salz bildet insofern einen Vorzug, als man dieses Salz in Lisung bei der 
Reaktion unseres Substrats (py 6,5 bis 6,6) haben konnte, auBerdem war 
das Eisen in diesem Falle in einer Form gegeben, die dem natiirlichen Vor- 
kommen des Eisens im Organismus nahestand. Um die Wirkung der Wein- 
siure messen zu kénnen, haben wir in unserem Versuch auch eine Portion 
mit weinsaurem Ammonium eingeschaltet; den EinfluB der Ammonium- 
salze auf die Arbeit des Ferments haben wir schon friiher untersucht und 
dabei seine Wirkung auf die Peroxydasearbeit als eine schwache kennen- 
gelernt. AuBer Eisen haben wir in dieser Versuchsserie auch die Wirkung 
von HgCl, auf die Peroxydasearbeit untersucht. Die Untersuchung von 
Quecksilber war insofern von Interesse, als dieses Metall eine ahnliche 
physiologische Wirkung wie Zink ausiibt*). Wir brauchten fiir unsere Ver- 


1) Th. Pfeffer und W. Simmermacher, Landwirtschaftliche Versuchs- 
station 98, 1, 1919. 

2) Willstdtter und Stoll, |. c., 8. 60. 

3) G. André, Chemie Vegetale 1; J. Wol;, C. r. 146, 142, 781, 1217, 1908; 
148, 500; Wolf et Stoecklin, Ann. de l'Inst. Pasteur 28, 84, 1909. 

4) E. de Stoecklin, These, Genf 1907; A. Bach und J. T'scherniak, 
Ber. d. chem. Ges. 41, 2345, 1908; S. Kostytschew, Zeitschr. f. phys. Chem. 
67, 116, 1910; A. Bach, Ber. d. chem. Ges. 48, 364, 1910. 

5) N.Schilow, Uber gekoppelte Oxydationsreaktionen (russisch), 
Moskau 1905; F. Réhmann und T'. Shmamine, diese Zeitschr. 42, 235, 1912. 

6) W. Butkewitsch und Fr. W.G. Orlow, diese Zeitschr. 182, 556, 1922. 
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suche nur schwache Liésungen dieser Salze, denn nur schwache Kon- 
zentrationen dieser Salze sind physiologisch interessant, auBerdem sind 
hohe Konzentrationen von Salzen der schweren Metalle technisch unbequem 
zu verwenden: so gibt Eisen in hohen Konzentrationen mit Pyrogallol 
einen schwarzen, klebrigen Niederschlag, welcher nur schwer von Purpuro- 
gallin abzuwaschen ist. Quecksilber ruft bei hohen Konzentrationen ein 
starkes Gerinnen der Kolloide des Auszuges hervor, was auch sehr unbequem 
beim Auswaschen des Purpurogallins ist. Infolge sehwacher Konzentration 
der Salzlésungen haben wir die Dauer der fermentativen Reaktion bis auf 
3% Stunden verkiirzt, wir wollten dadurch schirfer ausgepriigte Resultate 
erhalten. Um die Wirkung von Eisen mit der Wirkung anderer Aschen- 
komponenten von Peroxydase zu vergleichen, haben wir auch Portionen 
des Auszuges mit CaC], in gleicher Konzentration hergestellt. Die Resultate 
sind in Tabelle VI wiedergegeben: 


Tabelle V1. 





10-*n Konzentration von Salzen: Feg(CyHyOg), (Nig)o C,H, O, CaCl, 


Relative Aktivitét von Peroxydase 1149 | 96,0 150,0 
Qn Ger SelslGjeung .......-. 6,6 6,7 6,6 
Py der Kontrollportion ohne Salze 6,6 6,6 6,6 


Die Einwirkung des Ejisensalzes auf die Peroxydasearbeit war viel 
schwiicher als die Wirkung der gleichen Konzentration von CaCl, Da 
die Anwesenheit von weinsaurem Ammonium fiir die Peroxydasearbeit 
ohne Bedeutung ist, so kann man annehmen, daB der positive Effekt bei 
der Zugabe von Fe,(C,H,O,), durch die Wirkung des Metallions verursacht 
wird. Das Eisensalz iibte auch in Abwesenheit von Peroxydase (gekochte 
Portion), ahnlich wie das Zink, eine katalytische Wirkung bei der Oxydation 
von Pyrogallol durch Hydroperoxyd aus; wir finden in der Literatur 
Angaben, nach denen die Eisenoxydsalze, wenn auch in schwicherem Grade 
als die Eisenoxydulsalze, das Oxydationspotential erhéhen kénnen'). Wir 
brauchten folgende Mengen von n/10 KMnOQ, fiir die durch Kochen in- 
aktivierten Portionen: Ohne Salze 0,35 cem, Fe,(CgH,O,), 2,55 cem, 
(N H,).C,H, O, 0,35 cem und CaCl, 0,55cem. Der Versuch mit Eisen wurde 
mit anderem Material wiederholt (auch Weizensamen, aber einer anderen 
Ernte entnommen), wobei die Dauer der fermentativen Einwirkung statt 
31 Stunden auf 20 Stunden verliingert wurde, es wurden ferner zwei 
Konzentrationen von Eisensalzen genommen. 


Tabelle Via. 





Konzentration Relative Aktivitat von . os der Kontrollportion 
Fey (Cy Hy O,-)s _ Peroxydase Py der Salzmischung Pu obne Salze 
10—4n 113.8 6.6 
5.10-5n 105.3 6.6 a 


Wurde die Eisensalzlésung verdiinnt, so sank der Effekt. Wir sehen 
also, daB im Vergleich mit Erdalkalisalzen das Eisen eine viel schwdchere 
Wirkung auf die Aktivitat von Peroxydase auszuldsen vermag, darum kénnen die 


1) F. Réhmann und T. Shmamine, diese Zeitschr. 42, 235, 1912; 
N. Schilow, |. e. 
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Hisensalze nicht als ein spezifischer Faktor, der den Peroxydasen ihre Aktivitdat 
verleiht, angesehen werden. 

Die Wirkung von HgCl, wurde bei noch gréBeren Verdiinnungen 
untersucht. GriBere Konzentrationen haben auBer teehnischen Un- 
bequemlichkeiten noch den Nachteil, da8 das Sublimat nach Wéillstdtter 
und Stoll die Peroxydase ahnlich wie die Saiuren zerstért. Die fermentative 
Wirkung wurde bei verschiedenen Konzentrationen der Sublimatlésungen 





wahrend 20 Stunden bei einer Temperatur von 22°C untersucht. 
Tabelle VII. 
Konzentration von HgCl,: 10-4 n 10-5n 10-*n 10-7 n 
Relative Aktivitat v. Peroxydase | 95,27 102,08 103,54 | 109,65 
Py der Salzmischung..... . | 64 65 65 | 65 
Py der Kontrollportion ohne Salze | 6,5 6,5 6,5 65 


Bei der Vermischung von 2. 10-4n HgCl,-Lésung mit dem Wasser- 
auszug entstand eine opaleszierende Triibung, die der durch Zinksalze 
hervorgerufenen ahnlich war. Bei starker Verdiinnung von Sublimat ist 
keine merkliche Koagulation wahrzunehmen. Bei einer Verdiinnung, die 
eine Koagulation hervorruft, ist die hemmende Wirkung nur schwach. 
Bei starker Verdiinnung wird eine stimulierende Wirkung (bis 9,5 Proz.) 
beobachtet. Also unterscheidet sich die Einwirkung des Sublimats auf die 
Aktivitiit von Peroxydase von der Einwirkung des ZnC],. Bei einer Kon- 
zentration n/8000 ruft das ZnCl, eine Hemmung bis zu 30 Proz. hervor 
(im Vergleich zur Oxydasearbeit in der Kontrollportion bei gleichem py 
doch ohne Salze); bei einer sehr nahen Konzentration von HgC}, (n/10000 
und bei gleichem py 6,5 bis 6,4) ist die hemmende Wirkung auf die Oxydase- 
arbeit kaum wahrzunehmen. Eine Koagulation von Kolloiden des Auszuges 
und der Glucoside, die nach Willstdtter und Stoll die Peroxydase begleiten, 
ruft eine Abnahme der Konzentration des Ferments in der zuriickgebliebenen 
Lésung hervor; diese Abnahme der Konzentration ist dadurch zu erkliiren, 
da Peroxydase die Fahigkeit besitzt, von anderen Stoffen adsorbiert 
zu werden (wir haben das schon friiher hervorgehoben); auch Kolloide 
vermégen, wie es scheint, bei der Koagulation Peroxydase zu adsorbieren. 
Wir kénnen uns also die Wirkung des Sublimats auf Peroxydase folgender- 
maBen erkliren: Das Quecksilberion wirkt auf die Peroxydasearbeit 
stimulierend, doch tritt gleichzeitig bei der Zugabe von Sublimat eine 
Abnahme der Konzentration des Ferments infolge einer teilweisen Aus- 
schaltung des letzteren aus der Reaktion ein; dieses geschieht durch das 
Gerinnen der Kolloide, die einen Teil des Ferments adsorbieren. Darum 
kann der positive Effekt der Einwirkung des Quecksilberions nur dann 
bemerkbar werden, wenn die Verdiinnung der Sublimatlésung so weit 
fortgeschritten ist, daB die Koagulation von Kolloiden unbedeutend wird: 
ist solch eine Verdiinnung erreicht, so wird die positive Wirkung des Hg 
stirker als der hemmende Einflu8 der Adsorption durch das Gerinnen 
der Kolloide. 

6. Versuchsreihe. Kombinierte Wirkung von Chloriden auf die Aktivitat 
der Peroxydase. Der Antagonismus der Salze kann auch in einer Wirkung 
derselben auf die Aktivitéit von Fermenten sich iuBern. Dieses hat Neu- 
schlosz') fiir Invertase gezeigt. Die hemmende Wirkung von Chloriden auf 


') S. M. Neuschlosz, Pfliigers Arch. 181, 45, 1920. 
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die Aktivitit der Invertase konnte durch ein bestimmtes Verhiltnis der 
Kationen untereinander ausgeglichen werden; dieses Verhialtnis der Kationen 
war der Kombination, die fiir lebende Organismen durch J. Loeb fest- 
gestellt wurde, sehr aihniich'). Solch eine antagonistische Wirkung der 
Salze auf Invertase kann nur durch die kolloidale Natur der letzteren 
erklart werden; infolge einer solchen Beschaffenheit ist das Ferment be- 
fihigt, die entgegengesetzt geladenen Salzionen zu adsorbieren. Die Auf- 
hebung der hemmenden Wirkung von Kationen durch gleichzeitige Wirkung 
derselben wird vom Verfasser durch gegenseitiges Verdriingen adsorbierender 
lonen von der Oberfliiche des Kolloids erklirt. Der Antagonismus von 
Salzen kann, wie Neuschlosz*) gezeigt hat, auBer an Fermentkolloiden 
auch an Anderungen der chemisch-physikalischen Eigenschaften solcher 
organischen Kolloide wie Lecithin wahrgenommen werden. 

Da der fermententhaltende Auszug durch verschieden geladene adsor- 
bierende Stoffe inaktiviert werden kann, so muB angenommen werden, dab 
Peroxydase an und fiir sich keine Ladung besitzt. Die Adsorption von 
Peroxydase durch Kolloide ist ein mechanischer Vorgang und hingt nicht 
von der Ladung des Kolloids ab. Infolge solcher Indifferenz der Peroxydase 
zur Ladung der adsorbierenden Stoffe muB man annehmen, dab dieses 
Ferment elektroneutral ist; darum darf man bei gleichzeitiger Anwesenheit 
von zwei Salzen bei Peroxydase keine Anderung der Aktivitat (wie dieses 
bei Invertase der Fall war) erwarten. Um das Zusammenwirken einseitig 
auf Peroxydase einwirkender Kationen zu priifen, haben wir CaCl, und 
MgCl, genommen; das MgCl, wurde in Konzentrationen, die eine Erhéhung 
der Fermentwirkung verursachen, untersucht. Es wurden vier aktive 
Portionen und vier entsprechende inaktivierte Kontrollportionen unter- 
sucht. Die erste Portion wurde ohne Zusatz von Salzen bereitet, die zweite 
Portion enthielt als Zusatz MgCl, in einer Konzentration von n/100, die 
dritte Portion wurde mit CaCl, in einer Konzentration von n/1000 bereitet, 
und endlich die vierte Portion enthielt die beiden Salze in entsprechenden 
Konzentrationen. Wiahrend annihernd 20 Stunden blieben die Kélbchen 
mit dem Auszug im Thermostaten bei 25°C stehen; nach Verlauf dieser 
Zeit wurden die Proben inaktiviert und es wurde ferner das Purpurogallin 
bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle VIIT gegeben: 


Tabelle VIII. 





MgCl, 0,01n 
+ CaCl, 0,001 n 


Portionen: Ohne Salze MgCl, 0,01n CaCl, 0,001n 
Oxydationsaktivitit 

des Ferments . . 100.0 125.0 150.0 172.4 

eee 6k oe ae Se 65 6.4 65 t4 


Wir sehen also, daB hier die Salze keine antagonistische Wirkung 
awustiben; das Salzgemisch féuBert in seiner Wirkung auf Peroxydase eine 
Additivitiat. 

Wir unternehmen ferner einige Versuche, in denen wir einige auf die 
Peroxydasearbeit entgegengesetzt wirkende Salze KCl und CaCl, unter- 
suchten. Bei diesen Versuchen nehmen wir diese Salze in solchen Mengen, 
daB die Gesamtkonzentration der Salze immer gleich n 40 blieb; es wurde 


') J. Loeb, diese Zeitschr. 31, 450, 1911. 
2) S. M. Neuschlosz, ebendaselbst, S. 15. 
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nur das gegenseitige Verhaltnis der Salze zueinander geandert. Bei solcher 
Versuchsanordnung blieb die Wirkung des Anions bei allen Konzentrationen 
unverandert. Dabei brauchten wir folgende Verfahren: Wir vermischten 
Chloridlésungen gleicher Konzentration in gewiinschten Verhaltnissen; 
ferner nahmen wir je 25cem solecher Gemische und vermischten diese 
Portionen einmal mit gleichen Volumen des aktiven Auszuges und einmal 
mit durch Kochen inaktiviertem Auszug. Aus den so bereiteten Portionen 
wurden wie gewohnlich 10 cem der Flissigkeit fiir die Bestimmung von py 
entnommen, zu den iibrigen 40 cem fiigten wir Pyrogallol und eine Lésung 
von H,O, in iiblichen Mengen bei. Die fermentative Wirkung dauerte 
annahernd 20 Stunden bei einer Temperatur von 24 bis 26°C. 

Die Verainderung von py infolge der Zugabe vom Salzgemisch war 
nicht gréBer als 0,1, in der Mehrzahl der Fille war diese Anderung nur 
0,05 py. 

Die dritte horizontale Reihe der Tabelle LX zeigt die Verinderungen 
der Fermentwirkung unter dem Einflu8 des Salzgemisches, dessen Zusammen- 
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Abb. 3. Einflu8 der Zusammenwirkung von KCI und CaCl, auf die 
Peroxydasearbeit. 


setzung in der Reihe 2 angegeben ist. Die vierte und fiinfte Reihe stellen 
die Veranderungen der Peroxydasewirkung unter dem EinfluB der einzelnen 
Salzkomponenten der Versuchsmischung dar; diese ,,partiellen’*’ Kon- 
zentrationen sind in den zwei letzten Reihen der Tabelle [X angefiihrt. 
Die GréBen, die in der vierten und fiinften Reihe angefiihrt sind, werden 
durch Interpolieren der Zahlen aus der Tabelle V und der Abb. 2 erhalten. 
Graphisch sind die Zahlen der Tabelle TIX in der Abb. 3 wiedergegeben. 
Auf der Abszissenachse sind hier die Salzgemische nach derselben Reihen- 
folge wie in der Tabelle [IX markiert; die Ordinaten stellen die Anderungen 
der Peroxydasewirkung bei Zugabe von Salzmischungen dar, wobei die 
positiven Anderungen nach oben von der Nullinie abgezihit werden, die 
negativeh hingegen nach unten von derselben Linie. Die Kurve A B zeigt 
die beobachtete Anderung der Aktivitaét des Ferments unter dem EinfluB 
der Verinderungen des Verhaltnisses KC]1/CaCl, und entspricht der dritten 
Reihe der Tabelle IX. Die Linie AF stellt die Wirkung von KC! auf die 
Aktivitaét von Peroxydase vor, in welcher dieses Salz in der Salzmischung 


a 
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enthalten ist (es ist also die Wirkung, die den ._ ¢ = = 
Reihen 4 und 6 dev Tabelle IX entspricht). - 6¢ z = be 
E B ist eben solch eine Linie fiir CaCl, und 
entspricht der Reihe 5 und 7. Endlich ent- o «es “kl 
spricht die Linie CD der algebraischen sz. *s * aan 
Summe der Wirkungen des KC! und CaCl, = rot efq 
Ein Salzgemisch, welehes aus die Per- rs al 
oxydase entgegengesetzt —beeinflussenden Ss = oS -E- > 
Salzen besteht, itibt keine additive Wirkung > = ite Pt 2e= 
aus. Nur in einem Falle beim Verhiiltnis der z ; E “6 
Salze KCl]: CaCl, 998: 2, konnte man — «= = 
eine Additivitat beobachten; in.allen tibrigen Awvso % Es 
Verhialtnissen iibte das CaCl, einen stirkeren ole. ts a = 
EinfluB als das KC! aus; dieses Ubergewicht Z ¢ ss & 
in der Wirkung ist um so gréBer, je griBer Es = , &, 
der Gehalt an CaC], in der Salzmischung ist. 8. %* Sz S sso 
Also aéuBert sich die gemeinsame Ein- - + | S26 
wirkung der Salze auf die Peroxydasearbeit : = = 
verschieden, je nach der Art des Einflusses, S$ 2S @ Ea 
den jede Komponente an und fiir sich auf 2! © ‘| 2A zv& 
die Peroxydasearbeit auszuiiben vermag. e * . § 
Verwendet man fiir Salzgemische einseitig - - 7? 
wirkende Salze, so wird die Wirkung ein- A Rk S c= 
zelner Salzkomponenten auf die Peroxydase- ||" 3% 4 | +%2e 
arbeit addiert. Im entgegengesetzten Falle, = § 8 : 
bei Verwendung von Salzen, welche die Per- ; a 
oxydasearbeit entgegengesetzt beeinflussen, > ee 2 & sod 
iibt das Salzgemisch eine kompensierbare = ” ES i | 4 
Wirkung aus, wobei der EinfluB des akti- © * sn 
vierten Salzes paralle] mit dem Anteil dieses ce 5 ae z. = 
4 Salzes im Gemisch wachst. Der dominierende -~ © © ® $35 
Teil des Salzgemisches vermag seinen vollen es +! + é a | 
Einflu8 auf die Peroxydase schon dann aus- "—-S 
zuiiben, wenn dieses Salz nach dem Gewicht a ia See 
ein Viertel des Salzgemisches ausmacht. a | @ "'. " = £t= 
Der schadliche Einflu8 von iibermaBigen = 1 ae S 
Kalkgaben, besonders bei jungen Pflanzen- — 
organismen, die arm an  Reservekohlen- a: ae S| 
hydraten sind (Lupinen), kann bekanntlich i os | | | =! 
nicht durch Mg oder K-Salze beseitigt 
werden; dieses haben schon Th. Pfeiffer und - “2-5 Ff o- 
W. Simmersmacher') gezeigt. Auch wir haben -~ i ae = 
in den Versuchen, die wir 1923 unternommen 3 rs a's SS —= 
hatten, die Beobachtung gemacht, daB eine =) = & =e 8 aad 
Beigabe von Mg-Salzen zu iibermaéBigen 3 < Soa “EE os 
Dosen von Ca nicht die schadliche Wirkung e- 22 = SSE g A 
des letzteren zu hemmen vermochte; im z| SS Es is = = 
Gegenteil, bei diesem Verfahren litt die Lupine P"SeBeRS £ Ey 
noch stérker*), Der Antagonismus der Salze Swe & EE = £é 
auBert sich nur bei einigen physiologischen 5 z E 2 pa E S35 
1) Th. Pfeifferu. W. Simmermacher, |. ¢. = = a = x = me 
2) Nicht veréffentlicht. Ee | 
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Vorgingen. Fille, in welchen die Salzgemische eine Additivitat zeigen, 
sind nicht selten, in manchen Fallen beobachtet man einen Synergismus 
der Komponenten oder auch eine solche ungleichmaBige Kompensations- 
wirkung, wie wir sie bei der Wirkung des Gemisches von KCl und CaCl, 
auf die Aktivitét von Peroxydase wahrgenommen haben. Wir haben hier 
einige Resultate, die bei unseren Untersuchungen iiber die Wirkung ver- 
schiedener Kationen auf die Peroxydasearbeit im Wasserauszug aus 
Weizensamen gewonnen worden sind, niher betrachtet und diskutiert. 
Ganz natiirlich drangt sich die Frage auf: Was fiir ein Nutzen ergibt sich 
fiir den pflanzlichen Organismus durch die Wirkung verschiedener Kationen 
auf die Peroxydasearbeit? Wir denken, daB dabei keine einheitliche Lésung 
dieser Frage fiir verschiedene Pflanzen und verschiedene Entwicklungs- 
stadien moglich ist. Je nach der Zusammensetzung der pflanzlichen Zelle, 
dem Verhaltnis zwischen stickstoffhaltigen Reservestoffen und den Kohlen- 
hydraten der Pflanze kann das Endergebnis, welches durch den Ernteertrag 
ausgedriickt wird, verschieden sein. Solche Salze, die die Wirkung von 
Oxydationsfermenten férdern, miissen auf die Entwicklung der Pflanzen 
in dem Falle einen giinstigen Einflu8 ausiiben, wenn die Pflanzen eine 
geniigende Menge von Kohlenhydraten als Reservestoff besitzen; solche 
Pflanzen sind die Gramineen und die an Kohlenhydraten reichen Papillion- 
aceen. In diesem Falle ruft die verstirkte Oxydation, infolge der frei 
werdenden Energie, einen gesamten Stoffwechsel hervor, der fiir synthetische 
Prozesse im Organismus unentbehrlich ist; dabei werden keine schidlichen 
Nebenprodukte aufgespeichert. Das infolge der hydrolytischen Oxydation 
in erhéhtem MaBe durch aktive Oxydasen nach dem Typus der Strecker schen 
Reaktion gebildete Ammoniak wird in Anwesenheit stickstofffreien Materials 
schnell in fiir den Aufbau der GewebeeiweiBstoffe nétige Komponenten 
verarbeitet. Wenn die Mengen stickstoffhaltiger und stickstofffreier Ver- 
bindungen der Reservestoffe nicht untereinander ausgeglichen sind, wie 
das bei Lupine der Fall ist, leidet die Pflanze in den ersten Keimungs- 
stadien unter dem Mangel an Kohlenhydraten. Bei der Erhéhung der 
Aktivitét von Oxydasen wird ein Mangel des plastischen Materials, welches 
zum Aufbau der fiir die EiweiBsynthese nétigen Aminosi&iuren ndétig ist, 
eintreten. Das durch erhéhte Oxydasearbeit in gesteigerten Mengen ge- 
bildete Ammoniak wird nicht verarbeitet und die Pflanzen werden ver- 
giftet. Die schadliche Wirkung der Faktoren, welche die Oxydations- 
prozesse beschleunigen, wird durch den aus dem AuBenmedium von der 
Pflanze aufgenommenen Stickstoff, besonders in Form von Ammoniak oder 
salpetriger Saiure noch verstirkt [der Stickstoff der Nitrite wird, wie es 
scheint, schneller als der Stickstoff der Nitrate reduziert ')]. 


1) A.J. Smirnow, Journ. f. Landwirtsch. Wissensch., Nr. 3. Moskau 
1924. Die Reduktion von Nitraten und Nitriten hangt nicht von der Menge 
der Kohlenhydrate ab. Das Endprodukt der Reduktion bildet das Ammoniak. 
Da N O, sehr schnell bis N H, reduziert wird, so verliuft die Aufnahme des 
Nitritstickstoffs von der Pflanze schneller als die Aufnahme des Ammoniaks 
in dem Falle, wenn der Ammoniakstickstoff nicht von der Pflanze in 
organische Derivate des letzteren verarbeitet wird. Diese schnellere Auf- 
nahme hingt nicht von einer schnelleren Permeabilitaét der Nitrite durch 
die Plasmahaut ab, sondern wird durch den Konzentrationsunterschied 
zwischen der Konzentration von N O, im AuBenmedium und in den Wurzeln 
bedingt. 
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7. Versuchsreihe. Die Einwirkung von Anionen auf die Peroxydase- 


arbeit im Wasserauszug aus Weizensamen. Um die Einwirkung der Anionen- 
reihe zu untersuchen, haben wir Ammoniumsalze genommen. Die Ammonium- 


salze besitzen vor anderen Salzen den Vorzug, daB das NH,-lon nach 
unseren friiheren Versuchen sich als sehr wenig aktiv erwies. Wir diirften 
daher annehmen, daB bei Versuchen mit Ammoniumsalzen die Anionen- 


wirkung nicht durch die Wirkung des Kations geiindert wird. Wir brauchten 
fiir unsere Versuche n/10 Lésungen und bereiteten dieselben aus reinen 
Salzen (Kahlbaums Priiparat), Um solche.n/10 Lésungen zu erhalten, 

















nahmen wir anfianglich etwas stirkere Konzentrationen, bestimmten 
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Abb. 4. Einwirkung von Anionen bei verschiedenen Konzentrationen auf die Peroxydasearbeit. 


danach ihre Reaktion und stellten dieselbe durch Beigabe von entsprechender 
Saure oder Ammoniak auf die gewiinschte Héhe ein. Sodann wurde eine 
Lésung bereitet, die genau eine Konzentration n/10 aufwies. Es wurden 
folgende Anionen untersucht: CIF, NOs, SO, PO, Die Phosphat- 
lésungen von entsprechender Reaktion wurden durch Vermischen dezi- 
normaler Lésungen des primiren und sekundiren Ammoniumphosphats 





bereitet. Das Verhaltnis der Komponenten und die Dauer der Einwirkung 
waren dieselben, wie in der Kationenreihe. Die Resultate der Einwirkung 
von Ammoniumsalzen auf die Peroxydasearbeit sind in Tabelle X und 
Abb. 4 wiedergegeben. 
Tabelle X. 

Salze Konzentrationen : n/20 n/8o n 800) 1 8000 
| Relative Aktivitét des Ferments 9634 9455 90.70 9840 
NH,Cl Pa der Salzportionen. ..... 6,7 6,5 65 6,55 
| Py a. Kontrollportionenohne Salze — 6,7 65 65 6.55 

| Relative Aktivitat des Ferments 152.6 130.2 1088 99.6 

NH,NO, | py der Salzportionen. ..... 655 65 65 65 
| Py a. Kontrollportionen ohne Salze, 645 645 645 645 

| Relative Aktivitét des Ferments 99,8 120.1 1053 99.1 
(NH,),.SO,) py der Salzportionen Ps ra 65 65 65 65 
| Py G. Kontrollportionen ohne Salze 65 65 6.5 65 

Relative Aktivitat des Ferments 84,6 1516 1095 °103,] 
Nt PO, | Py der re “eae esenseo| i 6,6 6,55 
. | Py 4. Kontrollportionen ohne Salze 655 655 655 6,55 


Die Valenz des Anions bestimmte nicht die Starke seiner Wirkung. 
Die maximale Wirkung wiesen die Nitrate und Phosphate auf, die minimale 
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Wirkung die Chloride. Es ist charakteristisch, daB die Salze der Anionen- 
reihe in hohen Konzentrationen eine Wirkung auf die Peroxydasearbeit 
austibten. Eine Ausnahme bildet mur das Chlorid, welches die maximale 
Wirkung bei einer Konzentration von n/800 zeigt; doch tibt das Chlorid 
iiberhaupt nur eine schwache Wirkung aus. Das Nitrat unterscheidet 
sich nach seiner Wirkung von anderen Salzen dadurch, da seine Wirkung 
bei Verdiinnung immer schwiicher wird; doch auch bei groBer Verdiinnung 
bleibt die Wirkung des Nitrats positiv; solch ein Verhalten des Nitrats 
scheint darauf hinzudeuten, daB die ganzen Molekiile des Salzes stimu- 
lierend auf Peroxydase einwirken. 

Wenn wir die Wirkung des Nitrats auf Peroxydase mit seiner Wirkung 
auf Katalase (1. Mitteilung) vergleichen, so sieht man, daB in beiden Fallen 
die Wirkung der Nitrate entgegengesetzt ist. Die VergréBerung des Oxy- 
dationspotentials des Systems Peroxydase + H,O, konnte also nicht allein 
durch eine Aktivierung der Peroxydase erklart werden; sondern das Nitrat 
konnte hier auch die Zerstérung der Peroxydase durch Katalase verhiiten. 
Das Sulfat sowie auch das Phosphat tiben die gréBte Wirkung auf die 
Peroxydasearbeit in einer Konzentration von n/80 aus; nach beiden Seiten 
von dieser Konzentration ist die Wirkung viel kleiner; besonders stark 
sinkt die Wirkung der Sulfate und Phosphate bei ciner Steigerung der 
Konzentration tiber n/80. Fiir das Phosphat nimmt die stimulierende 
Wirkung bei einer Steigerung der Konzentration dermaBen ab, daB bei 
einer Konzentration von n/20 diese Wirkung in eine hemmende iibergeht. 

Die Salze der Anionenreihe, N H,C] ausgenommen, zeichnen sich durch 
eine schnelle Abnahme ihrer Wirkung bei wachsender Verdiinnung aus, und 
in dieser Beziehung ist hier eine Analogie in der Wirkung einwertiger 
Chloride zu ersehen; einwertige Chloride biiBen ihre Wirkung auf die Per- 
oxydasearbeit bei einer Konzentration von n/800 ein; doch ist die Wirkung 
der Chloride der Wirkung von Salzen der Anionenreihe gerade entgegen- 
gesetzt. Der Zuwachs des positiven Effekts unter dem EinfluB von Salzen 
der Anionenreihe erfolgte auf eine andere Art, als es bei den Versuchen 
mit Chloriden der Erdalkalien der Fall war. Die Chloride der Erdalkalien 
riefen die Bildung eines Niederschlages von Purpurogallin sehr schnell 
nach der Bereitung des Reaktionsgemisches hervor (nach Verlauf einiger 
Sekunden); unter dem EinfluB von Salzen der Anionenreihe entstand der 
Niederschlag des Purpurogallins nur auBerst langsam. Doch firbte sich 
bei unmittelbarer Beobachtung die Lésung mit Phosphat viel intensiver. 
Fiir Portionen mit hoher Konzentration von Phosphat war die Bildung 
eines gelben klebrigen Niederschlages charakteristisch, solch eine Erscheinung 
wurde sowohl bei den Versuchsportionen als auch bei den Kontrollportionen 
(gekochter) wahrgenommen. 

Die Farbung des Filtrats war in den Portionen mit Phosphat intensiver 
als in den Kontrollportionen ohne Salze. Die Mengen von Chamiileon, 
welche fiir die (inaktivierten) Kontrollportionen verwendet wurden, unter- 
schieden sich nicht merklich von den iiblichen Normen und von den Mengen, 
die fiir die Kontrollportionen (inaktivierte) ohne Salze verwendet wurden. 

Bei der Untersuchung, welche Anderung die Salze der Anionenreihe 
auf das Potential Fe” + H,O, hervorzurufen vermégen, zeigte es sich, 
daB hier auch keine erhéhte Oxydation von Pyrogallol stattfindet ; dasselbe 
war auch bei der Untersuchung der Saize der Kationenreihe der Fall. Es 
wiirde also falsch sein, anzunehmen, daB die erhéhte Oxydationsfahigkeit 
des Systems Peroxydase + H,O, durch Bildung von Komplexen aus Salzen 
und Substrat zustandekommt. Man konnte folgende Reihenfolge der 
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Anionen nach der veriinderten Intensitaét der Fiarbung feststellen (eine 
Schwachung der Farbe von links nach rechts): 
Ohne Salze > NH,Cl > NH,H,PO, + (NH,),HPO, > NH,NO, 


> (N Hy). 5 O,. 

Das Reaktionsgemisch wurde in derselben Weise zusammengesetzt , 
wie dieses bei der Untersuchung der Wirkung der Kationenreihe der Fall war. 

Die Phosphatportion zeichnete sich vor den tibrigen Portionen dieser 
Reihe dadurch aus, daB diese Portion noch vor der Zugabe von H,O, und 
Fe” sich gelb zu farben anfangt. Wir untersuchten den EinfluB, den die 
Salze der Anionenreihe auf die Oxydationsfihigkeit des Auszuges aus 
Weizensamen in Abwesenheit von H,O, auszuiiben vermégen. Es stellte 
sich dabei heraus, daB das Nitrat und besonders das Phosphat in gewissem 
MaBe das fehlende Hydroperoxyd ersetzen kénnen oder die Bildung von 
Peroxydverbindungen zu férdern vermégen. Es wurde ein Versuch mit 
drei Salzen, die Sauerstoff enthielten und einen Zuwachs des Oxydations- 


potentials des Systems Peroxrydase + H,O, hervorriefen, gemacht. Das 
Nitrat wurde in zwei Konzentrationen, n/20 und n/80, das Sulfat und das 
Phosphatgemisch in einer Konzentration von n/80 verwendet. Die ge- 


wonnenen Resultate sind in Tabelle XI zusammengestellt: 


Tabelle XJ. 





oe der verbrauchten Pu 
Konzentration MnO, in ccm Pu der Kentvoll 
: portion ohne 
ities teaikthen der Salzportion Salze 
NH,NO, 
a 2,25 1.55 6.05 6.55 
Re, skies acd ees 0,65 0,5 6,55 6,55 


(N H,),S8O, 
ee eo — — = 
a oe ae 1,25 1,25 6,55 655 

(NH,), HPO, + NH,H,PO, 
ee ae ee —_ —_ = — 
eee ae 7,65 1.75 6,65 6,65 


In der aktiven Kontrollportion ohne Salze wurde 0,5 cem K MnO, 
verbraucht. 

Auch ohne H,O, vermégen die Salze im Auszug aus Weizensamen ein 
kleines Oxydationspotential hervorzurufen. Das bezieht sich sowohl auf 
die Versuchsportionen als auch auf die Kontrollportionen (gekochten), 
doch ist bei letzteren der Verbrauch von Chamiileon merklich geringer. 
Das Nitrat vermag eine solche Wirkung nur in hohen Konzentrationen 
hervorzurufen. Bei Verdiinnung kann man keinen Effekt in Anwesenheit 
einer Nitratlésung konstatieren. Ejinen merklichen Zuwachs im Verbrauch 
von KMnQ, rief die Phosphatlésung herbei. Doch ist dieser Effekt viel 
schwiacher im Vergleich zum Zuwachs des Oxydationspotentials in Anwesen- 
heit von H,O,. Vergleicht man den Effekt, welchen das Phosphat in Ab- 
wesenheit von H,O, hervorruft, mit dem Effekt, welchen dasselbe Salz 
in Gegenwart von H,O, auszuiiben vermag, so sieht man, daB in diesem 
Falle der Effekt zweimal gréBer ist. So war in Gegenwart von H,0O,, aber 
ohne Phosphat der Verbrauch von KMn 0, fiir aktive Portionen 20,9 cem; 
fiir entsprechende inaktive Portionen wurden 0,45 cem K Mn O, verbraucht ; 
also ist der Mehrverbrauch fiir die aktive Portion gleich 20,45 cem KMn0O,. 
In Gegenwart von Phosphat und von H,O, wurden fiir die aktive Portion 
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31,75 com KMnO, verbraucht und fiir die inaktive 0,75 cem, also ein 
Unterschied von 3leem KMnQ,. Die Beigabe von Phosphat rief einen 
Mehrverbrauch an KMnO, in einer Menge von 10,55 cem hervor. Fehlt 
im Reaktionsgemisch H,O,, so ist der Unterschied im Verbrauch von 
K MnO, zwischen der Portion mit Phosphat und der Portion ohne Phosphat 
5,4ccem. Dieselbe Berechnung fiir n/20 Nitrate zeigt einen Zuwachs des 
verbrauchten KMnO, in Anwesenheit von H,O, im Reaktionsgemisch, 
die in einer Zahl von 14,2 cem ausgedriickt wird, bei Abwesenheit von H, O, 
reduziert sich diese Zahl auf 0,2 cem. Also vermag das Phosphat, zum Unter- 
schied von allen anderen untersuchten Salzen, die Oxydation des Pyrogallols 
nicht nur in einem vollstandigen System Peroxrydase +- H,O,, sondern 
auch in Abwesenheit von H,O, zu erhéhen. Wir denken, dai die erhihte 
Oxydationsfahigkeit des Auszuges in Anwesenheit von Sauerstoff ent- 
haltenden Salzen durch Anwesenheit eines Gemisches von Fermenten, 
unter welchen auch die Reduktase sich befindet, zu erkliren ist. Dabei 
stellten wir uns vor, daB die Reduktase eine Reduktion der Verbindungen, 
die verschiedene Oxydationsstufen aufweisen, also auch der sauerstoff- 
haltigen Salze herbeifiihrt, in diesem ProzeB kann das Pyrogallol als Akzeptor 
des Sauerstoffs fungieren, wobei es zu Purpurogallin oxydiert wird. Nach 
Bach und Tscherniak') enthilt ein sorgfailtig gereinigtes Priparat von 
Peroxydase, welches aus 130 kg Rohmaterial in einer Menge von | g erhalten 
wurde, in seiner Asche auBer Metallelementen noch Phosphor. 

Wir sehen also, daB die Elemente, die an der Zusammensetzung der 
Asche teilnehmen, auBer Kalium?), stimulierend auf das Oxydations- 
potential des Systems Peroxydase + H,O, einwirken. Es ist schwer zu 
sagen, wodurch eine Wirkung der Aschenelemente bedingt wird. Die 
Wirkung der Salze kann éuBerst kompliziert sein. Die Salze kénnen 
auch die iibrigen Komponenten des Auszuges beeinflussen, indem sie 
die chemisch-physiologischen Bedingungen des AuBenmediums iéndern; 
diese Anderungen iiben aber ihrerseits eine Wirkung auf die Arbeit des 
Ferments aus. Wir hatten uns die Aufgabe gestellt, wie dieses schon er- 
wahnt wurde, nicht die unmittelbare Wirkung von Salzen auf das Ferment 
zu untersuchen, wir wollten vielmehr die Einwirkung von Salzen auf das 
komplizierte Medium, in welchem das Ferment im Wasserauszug zu arbeiten 
pflegt, aufklaren. Beim physiologischen Studium der Fermente miissen 
wir die Bedingungen, in denen die fermentative Arbeit in den Organismen 
verlauft, beriicksichtigen. Umgekehrt wire der Fall beim chemisch- 
physikalischen Studium der Fermente, hier muBten wir isolierte Fermente 
und ihre Wirkung untersuchen*®). Wenn das Ferment im Wasserauszug 
seine Arbeit ausiibt, so erinnern diese Bedingungen mehr an die Verhialtnisse 
der lebenden Zelle als die Bedingungen, in denen das Ferment bei seiner 
Isolierung von anderen Komponenten zu arbeiten gezwungen wird. 


Zusammenfassung. 
In unserer Arbeit wurde die Wirkung neutraler Salze auf die 
Peroxydasearbeit im Wasserauszug aus Weizensamen bei gleicher 
Wasserstoffionenkonzentration untersucht. Als oxydierbares Substrat 


1) A. Bach und Tscherniak, Ber. d. chem. Ges. 41, 2345, 1908. 

®) Willstdtter und Stoll finden kein Kalium in der Asche von Peroxydase 

3) R. Kuhn und C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 
Lief. I, 8. 92 bis 94. Leipzig 1924. 
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diente Pyrogallol; die Oxydationsenergie wurde nach der Menge des 
gebildeten Purpurogallins gemessen. 

Die Bestimmung der Aktivitaét des Auszuges bei verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration (H)) zeigte, daB die Peroxydase nur in 
einem bestimmten Intervall der Reaktion zu arbeiten vermag. Von der 
sauren Seite stellt die Peroxydase ihre Arbeit bei einer Konzentration 
von py 3,5 ein, die besten Bedingungen fiir die Peroxydasearbeit liegen 
bei einer Konzentration von py 8,8. Bei wachsender Alk-litat konnten 
wir nicht die Konzentrationsgrenze feststellen, bei der die Peroxydase- 
arbeit aufhért; doch stellten wir fest, daB die Kurve bei Anderung 
der Konzentration im Sinne wachsender Alkalitét vom Maximum in 
der Richtung der zunehmenden Alkalitét rascher fillt als in der ent- 
gegengesetzten Richtung. 

Die Untersuchung der Chloride zeigte, daB die Natur der Kationen 
den Charakter der Salzwirkung auf die Peroxydase bestimmt. Frd- 
alkalimetalle bewirken einen positiven Einflup auf die Peroxydasearbeit, 
wobet mit wachsendem Atomgewicht des Kations auch der Effekt der 
Salzwirkung auf die Peroxydase wiichst. Das Mg, welches in seinen 
chemischen Eigenschaften von den tibrigen Elementen seiner Gruppe 
etwas abweicht, zeigte auch im Vergleich zu anderen Elementen der 
Erdalkaligruppe zur Peroxydase ein anderes Verhalten. So anderte 
sich seine positive Wirkung auf die Peroxydase bei Verdiinnung sehr 
schnell und schlug sogar bei steigender Verdiinnung in eine hemmende 
um. Das scheint in einem Zusammenhang mit den hydrolytischen 
Eigenschaften seiner Salze zu stehen. Die Chloride der Erdalkalien: 
Ca, Sr und Ba, die in chemischer Beziehung nahe zueinander stehen, 
iibten auf die Peroxydasearbeit fast die gleiche Wirkung aus. Geringe 
Unterschiede in ihrer Wirkung stehen im Einklang mit den Unter- 
schieden in ihren chemisch-physikalischen Eigenschaften. Die Wirkung 
dieser Salze wird bei starken Verdiinnungen wahrgenommen, so iibt 
das CaCl, bei einer Konzentration von n/8000, SrCl, und BaCl, bei 
einer Konzentration von n/40000 eine ausgesprochene Wirkung aus. 
Fir CaCl, ist eine ausgedehnte Zone der maximalen Wirkung charak- 
teristisch (n/80 bis n/800). Fir Strontium haben wir das Maximum 
bei n/8000 und fiir Barium bei n/800. Eine maximale Erhéhung der 
Aktivitaét der Peroxydase ruft das BaCl, hervor. Die Eigenschaft 
der Fermente, unter dem Einflu8 stark verdiinnter Salzlésungen ihre 
Aktivitét zu andern, hat physiologisch eine groBe Bedeutung, denn 
gerade in der lebenden Zelle finden wir ahnliche Salzkonzentrationen. 
Die Wirkung von Salzen dieser Elemente bei der Oxydation von P yrogallol 
durch das System Peroxydase + H,O, scheint auf ihrem Einflup auf 
die Peroxydase selbst zu beruhen; daB die Salze nicht auf das Substrat 
selbst oder auf das primire Peroxyd (H,O,) einwirken, geht aus den 
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Versuchen mit Fe’ + H,O, hervor; bei diesen Versuchen zeigte es sich, 
daB die Gegenwart solcher Salze das Oxydationspotential dieses Systems 
zu erhdhen nicht imstande war. 

Das Zink und das Quecksilber weichen in ihrer Wirkung von den 
iibrigen Elementen der Gruppe noch stirker als das Mg ab. Das Zink- 
chlorid tibte auf die Peroxydasearbeit eine hemmende Wirkung aus, 
das konnte mit seiner koagulierenden Wirkung zusammenhangen: bei 
der Koagulation von Kolloiden konnte die Peroxydase adsorbiert 
werden; auch konnte hier die Ansiuerung der Reaktion durch ZnCl, 
eine Rolle spielen. 

Auf das Oxydationssystem Fe” + H,O, itibte das Zink keine solche 
Wirkung aus. Inaktivierte Portionen des Wasserauszuges besaBen 
in Gegenwart von ZnCl, stirkere oxydierende Eigenschaften als die 
Kontrollportionen ohne ZnCl,. Der Effekt der Zugabe von ZnCl,, 
ebenso wie der Effekt von CaCl,, SrCl, und BaCl, wird durch die 
Wirkung von Salzen auf die Peroxydase selbst und nicht durch die 
Wirkung auf das Substrat und auf H,O, hervorgerufen. Das Sublimat, 
welches nur in starken Verdiinnungen verwertet wurde, tibte nur eine 
kaum merkliche Hemmung auf die Peroxydase aus; dieses wurde bei 
derselben Konzentration beobachtet, bei welcher ZnCl, die Aktivitat 
von Peroxydase bis auf 30 Proz. herabsetzte. Bei sehr starker Ver- 
diinnung (1 n. 10~") fing das Sublimat an, eine stimulierende Wirkung 
auszutiben (Erhéhung der Aktivitiit von Peroxydase auf 9,5 Proz.). 

Die Gruppe der Alkalichloride kann im ganzen als eine Gruppe, 
die eine Hemmung der Peroxydase hervorruft, charakterisiert werden. 
Nur das Li wie das Mg, die auch chemisch von anderen Elementen 
ihrer Gruppe abweichen, iibten eine besondere Wirkung auf Peroxydase 
aus. Bei hoher Konzentration (n/20) wirkte das Li wie ein Stimulator, 
doch verlor es diese Eigenschaft sehr schnell bei Verdiinnung bis n/100. 
Das Natrium-, Kalium- und Rubidiumchlorid riefen eine fast gleiche 
Wirkung hervor, dabei besitzen die K- und Rb-Salze die Eigenschaft, 
ihre Wirkung bei starker Verdiinnung dauernder festzuhalten als das 
Natrium. Das Ammoniumchlorid tibt eine kaum merkliche Wirkung 
aus. Im ganzen ist die Verdnderung des Oxydationspotentials des S ystems 
Peroxydase +- H,O, unter dem EinfluB der Alkalichloride viel schwicher 
als die entgegengesetzte Wirkung der Erdalkalichloride. 

Sind im Reaktionsgemisch zwei einseitig wirkende Erdalkali- 
chloride zagegen, so bewirken diese Salze eine solche Veranderung des 
Oxydationspotentials des Systems Peroxrydase + H,O,, die der Summe 
der Verainderungen dieses Potentials unter dem EinfluB jedes einzelnen 
Chlorids gleichkommt. Anders ausgedriickt, besitzt die Salzmischung 
einseitig wirkender Chloride additive Eigenschaften. Entgegengesetzt 
wirkende Chloride iihen hei gleichzeitiger Anwesenheit keine summarische 
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Wirkung aus. Die Kompensationswirkung des stirkeren Komponenten 
des Salzgemisches priivaliert in diesem Falle, und zwar desto mehr, 
je enger das Verhaltnis der einzelnen Komponenten im Gemisch ist. 
Was die Kationen anderer Gruppen anbetrifft, so wurden noch Mn” 
und Fe™ untersucht. Das als Chlorid angewandte Mn iibte auf die 
Aktivitat von Peroxydase eine ausschlieBlich hemmende Wirkung aus; 
bei Verdiinnung nahm diese hemmende Wirkung zu. Ebenso wie 
dieses bei MgCl, der Fall war, ist diese Wirkung von MnCl, mit der 
Bildung eines wenig dissoziierten Hydrats verbunden; dadurch nehmen 
im Reaktionsgemisch die hemmenden Cl-Ionen itiberhand. 

In den inaktivierten Portionen wurde das Oxydationspotential 
dureh Mn” und Fe™ verstiirkt, wie das auch bei ZnCl, der Fall war. 
In beiden Fallen kann man solch eine Erhéhung des Oxydations- 
potentials rein chemisch dadurch erkliren, daB diese Metalle geringe 
Mengen von Peroxydverbindungen bilden. 

Die Wirkung des Eisenoxyds in Form des weinsauren Salzes 
duBerte sich in einer Erhéhung der Aktivitaét von Peroxydase, doch war 
diese Oxydationssteigerung geringer als diejenige, welche durch Erdalkali- 
chloride verursacht wird. Die Mn- und Fe-Salze, die selbst einen Oxy- 
dationseffekt in Gegenwart von Hydroperoxyd bewirken, kénnen nicht dic 
Wirkung der biologischen Katalysatoren der Oxydation merklich erhohen 

Die Untersuchung von Salzen der Anionenreihe zeigte, dab 
diese Salze nur in ziemlich hohen Konzentrationen auf die Peroxydase 
eine Wirkung auszuiiben vermégen. Bei Verdiinnung biiben diese 
Salze rasch ihre Wirkung ein. Das Phosphat rief eine Erhéhung des 
Oxydationspotentials des Wasserauszuges auch in Abwesenheit von 
H, O, hervor, das zeigt, daB im Reaktionsgemisch Peroxydverbindungen 
unter dem EinfluB8 von Phosphat gebildet werden. In Abwesenheit 
von Phosphat und H, O, bleibt der Auszug inaktiv. Die positive Wirkung 
des Nitrats sinkt bei Verdiinnung rapid, daraus kann man schlieBen, dab 
es die ganzen Molekiile sind, die den aktiven Teil des Salzes bilden. Das 
Sulfat tibte auch eine positive Wirkung auf Peroxydase aus, doch war 
dieselbe geringer als bei Nitrat und Phosphat. Die maximale Wirkung 
zeigte das Sulfat, wie auch Phosphat, bei einer Konzentration von n/80. 

Die Elemente, die in der Asche der Peroxydase sich vorfinden 
(nach Bach, Willstdtter und Stoll), bewirkten eine Aktivierung der 
Peroxydase im Wasserauszug aus Weizensamen. Die regulierende 
Wirkung der Aschenbestandteile auf die Peroxydasearbeit mufs unbedingt 
als eine wichtige physiologische Funktion dieser Elemente angesehen 
werden. Die Wirkung dieser Elemente dufert sich bei solchen Konzen- 
trationen (das gilt besonders fiir die Gruppe der Erdalkalien), die leicht 
in einer lebenden Zelle realisiert werden kénnen. 
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Nephelometrische 
Untersuchungen iiber fermentative Eiweibspaltung. 


It. Mitteilung: 


Eine Methode zur Bestimmung der peptischen und tryptischen Verdauung 
von Casein. 


Von 


P. Rona und H. Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 3. Dezember 1924.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. 

In vorangehenden Arbeiten haben wir Versuche beschrieben, die 
wir tiber peptische Verdauung mittels der nephelometrischen Analyse 
angestellt hatten. Wir benutzten als Substrat nahezu vdllig salzfrei 
dialysiertes Serumalbumin vom Pferde und bestimmten den EiweiB- 
gehalt ungespaltener und peptisch gespaltener Substratverdiinnungen 
durch Messung der Triibung, die durch Sulfosalicylsiurezusatz zu den 
Albuminlésungen unter bestimmten Bedingungen erzeugt werden. 
Diese Methode lieferte innerhalb der angegebenen Grenzen genaue 
Resultate und erméglichte durch ihre Einfachheit die Anstellung 
langerer Versuchsreihen. Wir konnten mit ihr den EinfluB der Ionen 
auf die peptische Spaltung von EiweiBlésungen priifen, und wir be- 
nutzen sie zurzeit zu Untersuchungen iiber Giftwirkung und Kinetik 
bei peptischen Prozessen. 

Es war jedoch wiinschenswert, ein Substrat der nephelometrischen 
Methode zuginglich zu machen, das gleichmaBig der peptischen wie 
der tryptischen Verdauung unterliegt. Hieraus ergab sich die Wahl 
des Caseins und die Notwendigkeit eines Verfahrens, das ebenso leicht 
und sicher wie beim Albumin die Verfolgung des Spaltungsvorgangs 
erméglicht. 

Die Fallung mit Sulfosalicylsiure bei stark saurer Reaktion, wie 
wir sie fiir die Bestimmung des Albumins verwandten, erwies sich 
fiir Casein als unbrauchbar, da die Sulfosalicylsiurefallung des Caseins 
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unter allen Bedingungen — variierte py, usw. — zur Flockung neigt. 
Auch die meisten anderen bekannten EiweiBfallungsmittel, wie Phos- 
phorwolframsaure, Ferrocyankalium, Phosphormolybdansaure, Saure- 
fillung an sich usw. eignen sich fiir Caseinlésungen nicht, da sie leicht 
ausflocken. 

Da es sich erfahrungsgemaB herausgestellt hatte, dab die Neigung, 
stabile Triibungen zu bilden, mit der GréBe des Molekiils wachst, 
erprobten wir Eiweibfaillungen mit verschiedenen Alkaloiden unter 
variierenden Bedingungen. Am aussichtsreichsten zeigte sich die 
erzielte Fallung bzw. Triibung bei der Gruppe der Chininalkaloide. 
Die verschiedenen Vertreter dieser Gruppe, wie Chinin, Chinidin, 
Vuzin, Eucupin usw., wurden in Form ihrer verschiedenen Salze durch- 
probiert. Die stabilsten Triibungen — und auch die empfindlichsten - 
schien uns das Chinidin (hydrochloricum) zu liefern, das wir als Triibungs- 
reagens fiir Caseinlésungen ausarbeiteten. Die erzielten Resultate 
werden unter II. beschrieben. 

Als Nephelometer verwandten wir das Nephelometer der Firma 
F. Schmidt u. Haensch (Berlin). 


II, Die Methode der Caseinbestimmung mittels Chinidintriibunc. 


Fiir alle Untersuchungen wurde folgende Caseinlésung benutzt. 

2,5¢ Casein Hammarsten werden mit 10 bis 20cem H,O angeriihrt 
und mit 50cem n/2 Natriumacetatlésung versetzt. Diese wird am ein- 
fachsten durch Vermischen von 25 cem n NaOH und 25 cem nCH,COOH 
erhalten. Die Lésung wird leicht erwirmt (40°C), bis sich das Casein villig 
gelést hat, wozu einige Zeit und leichtes Riihren notwendig ist, und dann 
auf 1 Liter mit H,O verdiinnt und unter Toluolzusatz aufgehoben. Die 
Lésung ist fast klar, nur ganz leicht opaleszierend. Das py, der Lisung 
ist 5,97. 

Diese Lésung ist also 0,25 proz. an Casein und n/40 an Natriumacetat. 
{Der Acetatzusatz ist notwendig zur Lésung des Caseins.) 

Fiir Fermentversuche, bei denen die Spaltung gewéhnlich bis zu 50 
bis 70 Proz. durchgefiihrt wurde, wurden 6cem der Caseinlésung in 
25cem Volumen verwandt und 5cem zur Analyse benutzt. 

Es geniigen also zur Erzielung einer guten (starken) Triibung 3 mg 
Casein. Aber auch Mengen von I mg und darunter sind der Analyse gut 
zuginglich. Bei Anwendung der MikrogefiBe ist die notwendige Menge 
um das Achtfache kleiner, so daB als untere Grenze der Methode etwa 
0,1 mg Casein angegeben werden mub. 

Diese Verdiinnungen der angegebenen Caseinlésung sind praktisch 
vollig klar. Eine Eigentriibung der Caseinlésung kommt fiir die Messungen 
nicht in Frage. 

Als Reagens diente eine gesiattigte Lésung von Chinidinum hydro 
chloricum (Vereinigte Chininfabriken Zimmer & Co., Frankfurt a. M.)'). 

1) Der Firma Zimmer & Co., Frankfurt a. M., die uns freundlichst 
zu den Versuchen Chinidin zur Verfiigung stellte, sei an dieser Stelle unser 
Dank ausgesprochen. 


3* 
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Da Chinidinum hydrochloricum sich nur sehr langsam lést, die Lisung 
aber sicher vollkommen gesiéttigt sein muB (s. weiter unten EinfluB der 
Reagenzmenge), so wird in etwa | Liter kochenden destillierten Wassers 
so lange Chinidinum hydrochloricum eingetragen, bis sich nichts mehr 
lést, dann ein gréBerer Uberschu8 als Bodenkérper hinzugegeben und die 
Lésung etwa '/, Stunde im Wasserbade bei 100° gehalten. Die erkaltete 
Lésung wird stets in Beriihrung mit dem Bodenkérper belassen. Sie mul 
zum Auskristallisieren mindestens 24 Stunden vor Gebrauch gestanden 
haben. Auch dann ist darauf zu achten, ob nicht noch Chinidin aus 
kristallisiert. Von dieser Lésung wird zum Gebrauch eine kleinere Menge 
frisch abfiltriert. 

Der weiter unten beschriebene angewandte Puffer ist eine Phosphat- 
lésung, bestehend aus 9 Volumenteilen m/15 sekundiiren Natriumphosphats 
und 1 Volumenteil m/15 primiiren Kaliumphosphats (p, etwa 7,8). 

Die Caseinlésung gibt bei Zugabe des Chinidinreagens eine véllig 
homogene und (s. weiter unten) haltbare Triibung. 

Diese Triibung ist aber nur innerhalb bestimmter Grenzen und unter 
bestimmten Bedingungen als zur Messung geeignet zu bezeichnen. Da 
Casein innerhalb eines bestimmten Aciditétsbereichs Eigentriibung zeigt, 
die Chinidintriibung an sich ebenfalls von der Aciditét abhingig ist, Salz- 
zusitze, Zeitdauer usw. eine Rolle spielen, muBten die Messungsbedingungen 
genau festgelegt werden. 

Uber die Methodik der Nephelometrie mu8 auf die entsprechenden 
Abhandlungen verwiesen werden (4) (5). 


a) EinfluB der Zeit auf die Triibung. 

Je 2, 4 und 6cem einer Verdiinnung der Caseinstammlésung mit 
aqua dest. 1:5 wurden mit ausreichender Reagenzmenge versetzt und 
mit aqua dest. auf 20 ccm aufgefiillt. 

Nach Zusatz des Reagens beginnt nach einigen Sekunden eine Triibung 
aufzutreten, die in 5 bis 10 Minuten ihren Héhepunkt erreicht und dann 
stehenbleibt. Die Dauer der Triibungsstabilitat wurde im Nephelometer 
bestimmt. 

Als Vergleich diente der friither beschriebene feste Triibungsstandard, 
dessen Farbe auf die Chinidintriibung genau eingestellt und dessen Hellig- 
keit mittels des Nephelometerfensters derart reguliert wurde, daB sie gleich 
der auf 25 gebrachten untersuchten Liésung war. 





Tabelle 1. 
EinfluB der Zeit auf die Triibung. 
Nr. 1 2 3 4 
Caseinlésung in ccm 2 4 6 » i 6 


Nephelometrische Ablesung nach 10 Min. . . 25.0 250 | 250 250 
20 | 25.0 | 25.0 | 250 25.0 


E ” a nly 
Re x = aa wa 25.0 25.0 | 25.0 25.0 
# a , 40 , .. | 256.0 | 250 | 250 | 25.0 
a x = we 25,0 27,2 | 250 | 250 
“ ss — ane 25.0 290 284 = flockt 


Gemessen gegen konstanten Triibungsstandard, 
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Wie die Tabelle Il zeigt, halten sich die Triibungen 40 bis 60 Minuten 
konstant. Diese Zeit reicht véllig zur bequemen Messung. 

Nach Zugabe des Reagens ist also 10 Minuten zu warten und dann 
innerhalb von etwa 3, Stunden die Messung vorzunehmen. 


b) EinfluB der Reagenzmenge auf die Triibung. 

Als maximal zu messende Triibung kénnen etwa 6 ccm einer Ver- 
diinnung 1:5 der Stammlésung angesehen werden. 

Um die fiir diese Menge ausreichende Reagenzmenge zu bestimmen, 
wurden zu je 6cem Caseinlésung wachsende Reagenzmengen bei einem 
Gesamtvolumen von 20cem gegeben und die Triibungsstiirke gegen den 
Triibungsstandard bestimmt. 


Tabelle 11. 


EinfluB der Reagenzmenge. 





Nr. 1 2 3 4 5 6 
-eaee eT { 5eem  5cem leem 2cem 4eem S8cem 
Chinidinlésung . sence Br > est : 
| 1 Proz. 2 Proz. gesattigt gesattigt gesattigt ygesattigt 
Caseinlésung in cem. . 6 6 6 6 6 6 
Triibungsstiarke . . . . wachsend —» konstant : 


Es zeigte sich von etwa 4cem Reagens an Triibungskonstanz. 
Wir verwendeten daher fiir alle Analysen 5 com gesiattigter Chinidin- 
lésung bei 20 ccm Gesamtvolumen. 


c) EinjluB der Aciditdt auf die Chinidintriibung. 

Die Aciditit der Lésung ist fiir die Chinidintriibung sowohl hinsichtlich 
ihrer Starke als auch ihrer Stabilitat sehr wesentlich. Vor allem geben 
Caseinlésungen bei bestimmten Aciditaéten Eigentriibungen, die auf einer 
Saurefallung des Caseins in der Gegend seines isoelektrischen Punktes 
beruhen. 


Tabelle 111. 


EinfluB des Essigséurezusatzes auf die Caseinlosung. 








Nr. 1 2 3 4 5 6 7 S 9 
Caseinlésung in ccm . 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
Essigsiure incem. . | 0,93) 187 0375 075 15 3 6 12 | 24 
n/100 n/10 In 
— sehr schwach 
flockt opaleszent asdinenne 


Die Tabelle ILI veranschaulicht das Verhalten unserer Caseinlésung (1:5) 
bei Zusatz verschiedener Essigsiuremengen. Die klare Lésung wird triibe. 
flockt, um bei weiterem Sifiurezusatz wieder klar zu werden. Der Bereich, 
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innerhalb dessen Saéuretriibungen auftreten, liegt rund zwischen einem 
Py Von 5,5 bis 3,5. Innerhalb dieses Bereichs ist also die Triibungsreaktion 
unmoglich. 

Bei saurer Reaktion (etwa pg 2) tritt bei Zugabe von Chinidin iiber 
haupt keine Triibung mehr auf. Bei stirkerer alkalischer Reaktion (etwa 
von 8 an) wird die Chinidinbase aus dem salzsauren Salz frei und fallt aus. 
Es bleibt also fiir Triibungsreaktion nur ein Gebiet zwischen etwa Py 8 
bis 5,5. 

Aber auch innerhalb dieses Gebietes ist die Reaktion nicht gleich- 
giiltig. 


Tabelle 1V. 


Einwirkung des p, auf die Chinidin- FiweiBtriibung. Kolben 1 bis 3 Phosphat- 
puffer, 4 ohne Puffer. 





Nr 1 2 3 4 
Pu 7,52 6,92 6.11 6,23 
a b c a b c a b c a b 
Nephel ische | 83 80 80 10.7 105 10.7 19.9 200 200 200 19.6 
woe “ 81 78 81 106 104 105 200 201 20.1 200 202 
Avene | s2 79 82 107 105 105 201 199 199 200 199 
Durchschnitt ... . s.1 105 20.0 19.9 
Verglichen mit .. . 4— 20 4— 20 4— 20 4— 20 
Triibung in Proz. . . 227 190 100 100 


Tabelle [IV zeigt die Abhangigkeit der Triibungsstirke von der Reaktion. 
Die Triibung wird nach der sauren Seite hin auch unstabiler. 

Am geeignetsten fiir die Reaktion zeigte sich annihernd neutrale 
Reaktion (py, 7,6 bis 7,8). 

Auf jeden Fall miissen die Triibungen, die verglichen werden, 
unbedingt gleiche Aciditaét besitzen. Um diese stets zu gewahrleisten, 
haben wir einen Pufferzusatz zu den Triibungen eingefiihrt. Der- 
selbe besteht aus einer Mischung von 9 Volumenteilen m/15 sekun- 
daren Natriumphosphats und 1 Volumenteil m 15 primaren Kalium- 
phosphats. Von diesem Puffer werden jeder Triibungsreaktion 5 cem 
(bei einem Endvolumen von 20 ccm) zugesetzt. Das py dieser 
Lésungen betrigt etwa 7.6 bis 7.8. 


d) EinjluB des Volumens bei Reagenzzusatz auf die Triibung. 


Bei friiheren Arbeiten hatte es sich gezeigt, daB das Volumen der 
Lésung, bei dem das Reagens zugesetzt wird, von Bedeutung fiir die Starke 
und Stabilitét der Triibung sein kann. Es wurden daher Versuche an- 
gestellt, ob Triibungen, bei denen 5 cem Chinidinlésung zu 5 cem Casein- 
lésung gegeben und die dann auf 20ccm mit Wasser gebracht wurden, 
gleich sind solchen Triibungen, bei denen zuerst das Wasser und dann das 
Chinidin zugegeben wurde. 
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Tabelle V. 


EinfluB des Volumens bei Reagenzzusatz auf die Triibung. 





5 ecm rg we | + 5cecm Chinidins 5 ccm Cascinlésung + dest. Wasser 


Versuchsenordnung lésung + dest. Wasser ad 20 com ad 15ccm + 5 ccm Chinidinlésung 


a b a b 
Nephelometrische ae a a a 
as | 20.0 2011 19.5 19,5 
Durchschnitt . . . . 20.0 19.5 
Verglichen mit . . . la 20.0 la 20 
Abweichung in Proz. 0 2.5 


Tabelle V zeigt, daB die Triibungen innerhalb der Fehlergrenzen gleich 
sind. Das Volumen hat innerhalb der untersuchten Grenzen keinen EinfluB. 
e) Versuche iiber Reproduzierbarkeit der Triibung. 

Ein Beispiel von zahlreichen in dieser Richtung angestellten Versuchen 
gibt Tabelle VI. 
Tabelle VI. 


Reproduzierbarkeit der Triibung. 





Nr. 1 2 3 4 5 6 7 S u 10 


40,0 | 40.5 | 39,3 | 40.2 402 421 39,6) 400 41,1 39,7 
40,1 | 40,6 | 39,4 | 40.2 402/420 396 400 413 396 
40,1 40,6 39,5 402 40,0 429 39,7 400 414 398 


Durchschnitt. . 40,1 406 394/402 401 422 396 400 413 397 
Verglichen mit . 11 40 
Fehler in Proz.. + 0.2/+ 15—15 + 05+ 0,25/+ 55—1.0) 0.0 |+ 3,3 -0,75 





Diese Tabelle zeigt das typische Verhalten der Casein-Chinidintriibung. 
Die Triibungen treten fast immer in gleicher Starke auf, die Schwankungen 
sind im allgemeinen sehr gering, unter 1 Proz. Daneben treten aber. 
wie bei Nr. 6, einzelne Ausfille auf. Diese sind nicht véllig aus dem 
Rahmen der Messung fallend (wie bei der Ca-Triibung), sondern diffe- 
rieren etwa um 3 bis 5 Proz. Diese Ausfille sind nicht hiaufig, bedingen 
aber die stete Anwendung von Parallelwerten zur Messung. Sie machen 
die Casein-Chinidintriibung nicht so absolut zuverlissig. wie es die Sulfo- 
salicyltriibung des Albumins ist. Trotzdem liefert bei Beachtung der 
Méglichkeit solecher Ausfille die Chinidintriibung durchaus befriedigende 
Resultate, , 


f) Uber den EinjfluB von Elektrolyten auf die Triibung. 


Zum Studium des Einflusses von Salzen auf die Triibung wurden 
Caseinlésungen (5cem 1:5) mit Salzlésungen versetzt, derart, da® ihr 
Gehalt n/2 an NaCl, n/l an Natriumacetat und n/2 an Natriumsulfat 
war, und gegen nicht salzhaltige verglichen. 
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Tabelle VII. Salzwirkung auf die Chinidintriibung. 








Nr. I 2 3 4 5 ¢ |? 
' 

Zusatz 10 com Dest. Wasser i!" NaCl [= Keem| In Nay SO, 
Wentaiennst | 20 20.5 20.6 20,5 aus- stark 13,2 | 12,3 
wooo 20, | 203 | 20,6 20,7 /kristalli- milehig 13,2 12.0 

Ablesung | 99 | 205 | 207 | 205 | siert — getribt 131 | 12:3 
Durchschnitt . 20,0 20,4 20,6 20.6 —- — 12.6 
Verglichen mit 1 = 20 
Abweichung in Proz. 0 2 3 3 — — 23 


Tabelle VII zeigt, daB bei diesem Salzgehalt die Messungen unmdglich 
werden (Lisungen flocken) oder ganz abweichende Resultate geben. 
Tabelle VIII. Salzwirkung (NaCl) auf die Chinidintriibung. 
2cem Casein (1: 2000) + 5cem (gesiittigte) Chinidinlésung + Salzlésuny 
+ Aqua ad 20 ccm. 





Nr. 1 2 3 4 | 5 6 
NaCl 0 n/2 n/4 ] n/8 n 16 n/32 
Nephelometr. | 20.0 20.0 23.5 18,0 149 145 16.2 16,2) 17,1 18,2 20,6 203 
r Toles * | 200'200 — 190 145 143 163 163 172 182 20.5) 20.5 
Ablesung | 999 20.0 leicht” «= 148/145 162/162 1711 182 204 20.5 
. kristallin. | ie 
Durchschnitt . 20,0 — 14,3 16,2 17,6 20.5 
Verglichen mit ] 20 
Abweich. in Froz. a as — “28.5 19.0 — 12.0 2 


Tabelle VIII zeigt Versuche, die Grenze zu bestimmen, bis zu de: 
NaCl-Gehalt die Triibung stért. Der Gehalt der Lésungen an NaC! betrug 
absteigend n/2 bis n/32. 

Wie die Versuche zeigen, stért der Salzgehalt bis zu einem Geha!: 
an Salz von n/32 die Triibung. 


Tabelle IX. Salzwirkung (NaCl) auf die Chinidintriibung. 


6 cem Caseinlésung (1: 2000) + 5 cem (gesittigte) Chinidinlésung + Salz- 
lésung ad 20 ccm. 

















Nr. 1 2 3 4 5 6 
NaCl 0 | nw n/ 50 n 100 n/150 n 200 
Nephelometr, {/20:0/20,0, 20,0] 20,0 20,0|20,0 19,3 193 19,5 | 19,5 
_ bl ometr. } 90/0 | 20,0 | 20,0 19,2 19.2 19,5| 19.5 
Ablesung | 20,0 200, amis 20,0,20,0/200 19,3 194 19,5 | 19.5 
Durchschnitt . 20 | 20 193 19,3 19.5 
Verglichen mit l= 
Abweich. in Proz. 0 0 0 3,5 3.5 2.5 


Tabelle [X zeigt Versuche, mit dem Salzgehalt weiter hinunterzugelhen 
(n/30 bis n/200). Es zeigt sich, daB ein Gehalt von etwa n/30 NaCl, be- 
rechnet auf das endgiiltige Triibungsvolumen von 20cem, die Triibung 
nicht mehr stort. 
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Tabelle X. 
Salzwirkung (NaCl) auf die Chinidintriibung bei variierter Casein- 
konzentration. Endvolumen 20 cem. 





I I I 
Nr. 
1 2 1 2 1 2 
Casein, ccm 40 40 5,0 5,0 6.0 6.0 
10,0 10 10 
NaCl, ccm 0 Endkonz. 0 Endkonz. 0 Endkonz 
n 100 NaCl n 100 NaCl no 100NaCI 
Wentiaelcemate > 1,0 19,8 20,0 20,1/20,0 16,1 16,1 16,2 16,2162 13,2 13,3 13.4 13,2 
a tng 19,5 20,2 20,0200 16,5, 16,1 16,2 16,2162 13,1 13,3. 13,2130 
& | — |19'7 20'2'20,0/20'0 16°3/16,1 16.2 16.2162 13.1 13.3 13.3 13.0 
Durchschnitt . 198 20,1 16,2 16,2 13,2 13,2 
Verglichen mit I,—20 I, 2 #1,—20) I, 20 «1,—13,2| mM, =132 
Caseinmengenverh. Re ye 4:5 4:5 2:3 2:3 
Theoret. Wert 20 20 16 16 13.3 13.3 
Abweichung in Proz. ] OD l l O05 O05 


Tabelle X zeigt Versuche, das Verhiltnis verschiedener Caseintriibungen 
bei einer Salzkonzentration von n/100 NaCl festzustellen. 

Es geht aus diesen hervor, daB der Salzgehalt das hier vorweggenommene 
Verhialtnis der Proportionalitét zwischen Konzentration und Triibung 
nicht stért. 

Nachdem es sich also herausgestellt hatte, daB NaCl-Zusatz bis zu 
einer Konzentration von etwa n/30 nicht stért, wurde Na,SO, und CaCl, 
bis zu einer Konzentration von n/30 erprobt. 


Tabelle XI. Einwirkung von Na, SO, und CaCl, auf die Triibung. 





Nr. 1 2 3 4 5 6 7 
Na, SO, CaCl, 
Salzgehalt 
nw n 100 n 200 nw» n 100 n 200 
Wenteed .t | 21,0 214 214 22,2)21,221,922.1 40,0 40,032.8 31,4 25,0 25.0 
PE plesung  ) 2:0 21,0 21,0 22.221,921,922,1 40,040,0 32.8 31,4 25,0 25,0 
Ablesung =| 21.0 21.0 21.0 222219219221 40.0140:032'8 31.4 25.0 25.0 
Durchschnitt . 21,0 21,1 22.0 22.0 40.0 32,1 25.0 
Verglichen mit 1 21 
AbweichunginProz. O05 5 5 48 35 16 


Tabelle XI zeigt, dabB Na,SO, ohne EinfluB auf die Triibung ist. 
Calciumsalze veriindern die Triibung derart, daB sie nicht zugesetzt werden 


kénnen. 

Es folgt also aus diesen Versuchen, daB ein Salzgehalt bis etwa 
n/30 die Triibung nicht stért. Da es sich aber im Laufe der Versuche 
herausgestellt hat, daB Triibungen mit einem Salzgehalt, der dicht 
an dieser Grenze liegt, nicht stets zuverlissig sind, ist es ratsam, 
den Salzgehalt tunlichst nicht iiber n/40 ansteigen zu lassen. Calcium. 
salze diirfen nicht zugegen sein. 
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g) Verhdltnis zwischen Triibungsstarke und Konzentration. 
Caseinlésungen verschiedener Konzentration werden gegeneinander 
verglichen. Angewandt werden Konzentrationen von 0,5 cem Casein- 


lésung bis 6 cem. 
Die Tabellen XTJ, XIII und XIV geben einen Auszug aus zahlreichen 


Versuchen., 


Tabelle XII. 
Proportionalitat in der Chinidinmethode. 





Nr. 1 2 3 4 5 6 
Caseinmenge in com 4,0 3,0 2.5 2.0 1,5 1,0 0,5 


Nephelometr. | 20,0 20,0 40,0 404 41,3 41,5 40.2404 39,5 40,0 40,0410 
oP blosung | 20:0 20,0 40,2 40.2 41,2 41,1 40,0406 39,0 39,9 40,0 40,7 
Ablesung | 900 20:0 40.1 40.0 415 41.1 40.1405 393 39.5 40,0403 


Durechschnitt . 20 40,1 41.3 40.3 39.3 39.8 405 
Verglichen mit l 20 1 300~COdL 25 #1 20, 1 4 6 — 20 
15 — 20 
Theoret. Wert 20 40 40 40 40 40 40 
Abweichung in Proz. 0 O15 1.95 0.45 105 O23 0.75 


Tabelle XIII. 


Proportionalitat in der Chinidinmethode. 





Nr. l 2 3 4 5 


Caseinmenge in ccm 3,0 2.0 15 1,0 05 
20.0 20.0 36,0 29.0 39,5 39,5 283 28.2 30,0 30,0 
Nephelometrische Ablesung } 20,0) 20,0 30,0 29,0 39,2 39,3 283 28.3 30,0 30,0 
| 20.0 200 30:0 2914 396 39.4 283 283 30.0 30.0 


Durehschnitt . . . . 20 29.5 39.4 28.3 30.0 
Verglichen mit .. . i= 1— 20 1 — 20 1— 10 1—5 
Theoretischer Wert . 20 30 40 30 30 
Abweichung in Proz. 0 0 15 58 0 


Tabclle XIV. 


Proportionalitét in der Chinidinmethode. 





Nr. 1 2 3 
Caseinmenge in ccm 60 40 5.0 


d a b 


a b c d a c 

| 20.0 195 19.9 30,1 30,1 30,1 29.5 30,0 29,1 
Nephelometrische Ablesuny 20 20.0 19,7, 20,0 30,1 30,1 30,1 29,0 30,0 29.0 

20.0 19:7 20.0 30:1 30.1 30.1 2911 30.0 29.1 
Durchsechnitt . ... 19.8 29.8 29.5 
Verglichen mit . . . la — 20 1— 20 1— 
Verhaltnis d li cz oe 
—_ 1:1 2:3 1:2 
Abweichung in Proz. 0.6 15 
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Die Tabelle XV gibt einen gleichen Versuch bei Anwesenheit von 
Pufferlésung, wie wir diese bei den spiiteren Fermentversuchen stets zu- 
gesetzt haben. 

‘abelle XV. 
Proportionalitat bei Phosphatpufferzusatz. 
\usgangscaseinlésung: 6cem Caseinstammlésung + l0cem n/10 HCI, 
destilliertes Wasser zu 25 cem. 





Nr. 1 2 3 
Caseinlésung in ccm 2.5 40 5.0 
+ com '/o,; NaOH 25 49 5.0 
Phosphatpuffer '},, m. pH 7.8 5,0 50 5.0 
205 12,1 | 12,2 99 98 
Nephelometrische Ablesung . . 200 200 124 123 100 98 
| 22) 121 121 99 98 
ES 5. 6 sw! op oe ee 20 12,2 9.9 
eee 12d 
Verhaltnis der Triibungen ... 1:1 40:25 2:1 
Abweichung in Proz....... _— 2.2 l 


Die Versuche zeigen, daB ebenso wie bei den friiher beschriebenen 
Methoden das nephelometrische Gesetz gilt, dab Proportionalitat 
zwischen Triibungsstirke und Konzentration besteht. 


h) FehlergréBe der Methode. 

Die FehlergréBe der Methode ist nicht ganz leicht anzugeben. Die 
meisten Versuche stimmen so gut iiberein, daB die FehlergréBe von 0.5 Proz. 
die der nephelometrischen Methodik eigen ist, nicht iiberschritten zu werden 
braucht. Daneben kénnen aber immer wieder einzelne Abweichungen 

auftreten, wie z. B. bei Versuch 4 der Tabelle XTIT ein Fehler von 5.8 Proz. 
Derartige Abweichungen kénnen natiirlich durch entsprechende Parallel- 
versuche leicht vermieden werden und fallen gerade bei Fermentversuchen, 
fiir die die Methode geschaffen wurde, als aus der Kurvenlinie liegende 
Punkte sofort auf. Der durehschnittliche Fehler der in den Tabellen XTI 
bis XV gegebenen Versuche betragt 1,0 Proz. In rechter Annaherung 
betragt der durchschnittliche Fehler der Methode 1 bis 2 Proz. 





i) Besprechung der Versuche. 

Uberblicken wir die zur Ausarbeitung einer Methode der Casein- 
bestimmung mittels Chinidintriibung angestellten Versuche, so kommen 
wir zu folgenden Ergebnissen. 

Caseinlésungen kénnen schnell und genau bestimmt werden, wenn 
Lésungen von Casein, die in vorgeschriebener Weise bereitet werden. 
in Mengen von etwa | bis 5mg Casein (0,1-mg-Mikronephelometer) 
gegen mdglichst gleichkonzentrierte Lésungen unbekannten Gehaltes 
nephelometrisch gemessen werden. 
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Hierzu kommen zweckmaBbig 1 bis 5cem der klaren Caseinlésung 
zu 5cem Phosphatpuffer (py 7,8); nach Zugabe von 5 cem heif ge- 
sittigter, erkalteter Chinidinum-hydrochloricum-Lésung wird die Lésung 
mit Wasser auf 20cem gebracht. Alle Lésungen miissen gut faserfrei 
filtriert sein. 

Die Triibungen bleiben bis zur Messung etwa 10 Minuten stehen, 
sie halten sich dann etwa 3, Stunden konstant. 5 cem Chinidinlésung 
reichen fiir die angegebenen Caseinmengen aus. 

Das Volumen beim Reagenzzusatz spielt keine Rolle, die Triibungen 
sind beliebig oft gut reproduzierbar. Einzelne Ausfalle mit Abweichung 
von einigen Prozenten kommen vor. Daher soll in Parallelversuchen 
gearbeitet werden. Alle Triibungen sollen bei gleicher pq verglichen 
werden, weshalb Anwendung des Puffers notwendig ist. 

Konzentration und Triibungsstarke sind proportional. 

Der Fehler der Methode betrigt etwa | bis 2 Proz. Die Lésungen 
vertragen Zusitze von Salzen ohne Stérung bis etwa n/30. Calcium- 
salze diirfen nicht zugegen sein. 


Ill. Anwendung der Methode auf das Studium peptischer Verdauung. 


Bevor die Methode fiir das Studium der peptischen Verdauung nutzbar 
gemacht werden konnte, muBte festgestellt werden, ob die Spaltprodukte 
einen EinfluB auf die Triibung ausiiben. Hierzu wurde eine Caseinlésung 
so stark peptisch gespalten (Methode s. unten), wie es bei Anwendung starker 
Pepsinkonzentrationen tiberhaupt méglich war. Die Spaltung lieB sich 
nicht so weit fiihren, daB mit Chinidin tiberhaupt keine Triibung mehr 
auftrat. Die Resttriibung der gespaltenen Lésung mit Chinidin blieb also 
zu_beriicksichtigen. 

Zu 6 cem Caseinlésung (1:5) wurden 0, 1,0, 4,0 und 6,0 cem einer mit 
Pepsin bei einer pg von etwa 2 gespaltenen und wieder genau neutra- 
lisierten Lésung von 6cem gleich starken Caseins in 25cem Vol. ge- 
geben. Die Triibung der Lésungen wurde gegen die kein Spaltprodukt 
enthaltende gemessen. Die Eigentriibung des Spaltproduktes wurde 
derart bestimmt, daB 6 cem desselben allein in 20 cem Endvolumen gegen 
die Lésung IV des Versuchs (Casein + 6cem Spaltprodukt) gemessen 
wurde. Die Tabelle XVI zeigt den Versuch und gibt scheinbar das Resultat, 
daB die Spaltprodukte die Triibung beeinflussen, da selbst bei dem Abzug 
von 7 Proz. fiir die Resttriibung der Spaltproduktlésung die Lésung IV. 
die 6cem Spaltprodukt enthalt, noch 15 — 7 = 8 Proz. von dem Wasser. 
wert abweicht. 


Verschiedene Beobachtungen machten es wahrscheinlich, daB die Ab- 
weichung nicht in einer Beeinflussung der Triibung durch Spaltprodukte, 
sondern in einer ungenauen Messung der schwachen Resttriibung der 
Spaltproduktlésung zu suchen war. Bei diesen schwachen Konzentrationen 
macht sich niémlich schon die Léslichkeit der Chinidin-Caseintriibung 
bemerkbar. 
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Tabelle XVI. 


EinfluB der Spaltprodukte der peptischen Verdauung auf die Triibung. 





Nr. 1 2 3 4 5 
. ; Figentrubg 
Zusatz der Spaltprodukte von 6 com 
in ccm 0 1 4 6 Spaltprod 
200 198 193/193 18.0 178 17,1 17,1 144 142 
Nephelometrische Ablesung 20.0 200 195/193 178 178 169 170 146 142 
20,0 20.0 194) 193-178 178 169 16.9 145 14,1 
Durehschnitt . . 20.0 19.3 17.9 17.0 14.3 
Verglichen mit .. . 1-9 20 20 da l 
Eigen- 
trubung der 
Abweichung in Proz. 3.5 10.5 15.0 Spaltprod. in 
4 7,0 Proz 
der Gesamt- 
trubung 


Es wurde daher eine Caseintriibung, die genau so schwach hergestellt 
wurde, wie die Triibung der Spaltprodukte, einmal gegen die Vergleichs 
lésung der Tabelle XVI direkt und einmal als Zusatztriibung zu einer der 
Vergleichslésung gleich starken Triibung gemessen. Es ergab sich, wie 
Tabelle XVII zeigt, daB die Triibung im zweiten Falle 180 Proz. (die erste 
gleich 100 angenommen) betragt. Die Léslichkeit fiihrt also bei so schwachen 
Triitbungen zu Fehlern. In Tabelle XVIII ist die Eigentriibung der Spalt 
produkte im Verhiltnis der Tabelle XVII korrigiert. 


Tabelle XVII. 
auf die Triibung. 


Einflu8 der Spaltprodukte der peptischen Verdauung 
GréBe der Eigentriibung der Spaltprodukte. 





Nr. 1 2 3 
4ccm Caseinlosg. 1:5 
. Pufferlésung 

. Chinidinlésung 5 


6ccm Caseinlsg. 1:80 6ccm Caseinlsg. | 
. Pufferlésung 4 1 
. Chinidiniésung 5 


:S0 
:5 


, 5 - @ : 
Zusammensetzung d.Losungen & " ChBinidiniésung 


© . dest. Wasser 4 .. dest. Wasser 5 Pufferlésung 
| 200 201 198 260 260) 261 170 172) 172 
Nephelometrische Ablesung) 20.0 198 19.9 262 262) 26.1 17,0 173 > 17.2 
| 20.0 198 198 26.1 | 26.2) 26.1 17,1 169) 169 
Durehsehnitt . . . 19.8 26,1 17,1 
Verglichen mit . . la — 20 la --2 la — 20 
Gegen 1 gemessene Eiweifi. 17 145 


menge in Proz. 


Tabelle XVIII. Korrekturwerte der Tabelle XVI. 





18S Proz. 


Korrektur der Figentriibung nach Tabelle XVII (14,5: 7,7) = 


Fur Versuch 4 
6 ccm Spaltprodukt 


Eigentriibumg ...... 7 


Proz. 


Korrigierte Eigentriibung . 13,2 Proz. 
Beobachtete Abweichung . 15,0 Proz. 


Restierender Fehler . . 


1.8 Proz. 


Fir Versuch 3 

4 ccm Spaltprodukt 
4,7 Proz. 
9,0 Proz. 
10.5 Proz. 


1.5 Proz. 


Fur Versuch 2 
1 com Spaltprodukt 


1 17 Proz. 


2.2 Proz. 
3.5 Proz. 
13 Proz. 
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Es zeigt sich also, daB dann die Lésungen, die Spaltprodukte ent- 
halten, nicht mehr als der Methodenfehler erlaubt vom Vergleichswerte 
abweichen. 

Da diese Versuche nur den Einflu8B von Spaltprodukten in einer 
Menge messen, wie sie bei einer Spaltung bis etwa 25 Proz. entstehen 
(es wurden 6 ccm einer auf 25 ccm verdiinnten gleichartigen, gespaltenen 
Caseinlésung zugesetzt), so wurden auch Versuche mit Spaltprodukten, 
die 50 Proz. Spaltung entsprechen, angestellt. Hierzu wurden 5 cem 
doppelt so starker, als dem Versuch entspriiche, gespaltener Caseinlésung 
(Endvolumen 20cem) zugesetzt. 5Scem entsprechen 50 Proz. Spaltung. 
Da durch den Gehalt dieser zugesetzten Lésungen an Acetat und den 
bei der Neutralisation nach der Spaltung entstehenden Salzen ein Salz 
fehler der Triibung unvermeidlich ist, wurden Kontrollversuche, die den 
gleichen Salzgehalt und die gleiche Kesttriibung wie die gespaltene Casein- 
lésung hatten, angestellt und untersucht, ob die Versuche, die auBerdem 
noch die Spaltprodukte enthalten, von den genannten Kontrollversuchen 
abweichen. Tabelle XIX zeigt diese Versuche. Spalte I gibt den Wasser 
wert, Spalte If die Korrektur der Resttriibung, Spalte IIL den Einfluss 
der Salze, Spalte [IV den EinfluB von Salzen, Resttriibungen und Spalt- 
produkten. Die Spaltprodukte enthaltenden Lésungen weichen von den 
Kontrollen nicht mehr als um 1,5 Proz. ab. Ein gleicher Versuch mit 
entsprechendem Ergebnis wurde auch mit 100 Proz. Spaltung entsprechen 
der Menge Spaltprodukt angestellt. 

Die Spaltprodukte sind also ohne Einflu8 auf die Triibung. 


Tabelle XIX. 


Zusatz peptischer Spaitprodukte entsprechend einer Spaltung von 50 Proz. 





Nr. 1 2 3 4 
. 5ccm Casein 5com Casein 5 ccm Casein 5cecm Casein 
Zusammensetzung 5 . dest.Wasser 5 . vgl.Tribung 5 . Spaltprod 5 . Salzlésung 
der Lésung 5 . Puffer 5 . Puffer 5 . Puffer 5 . Puffer 
5. Chinidinlsg. 5 . Chinidinlsg. 5 . Chimidinlsg. 5 . Chinidinlsg. 
a b c a b c a b c a b c 
: | 20,0 19,9 20,1) 17,7,17,7 17,9 21,4 223/222 24,1 245/244 
Nephelometrische 1) 20,0 19,9| 19,9|/ 17,9|17,9 17,9) 21.5 22,1/22.3 | 24,5 24,5/ 24,1 
* | 20.0 200/200 17'8 178 17:9 21.7 222/222 245 243/244 
Durchschnitt . 19.8 17,9 21,9 243 
Verglichen mit. la 20 
Theoret. Wert . 20 20 20 20 
Abweichung in Proz. I + 105 — 95 —215 
Gesamtkorrektur . —- $9.0 


Was die Methode der Untersuchung der Fermentspaltung betrifft, 
so entspricht dieselbe véllig der in friiheren Arbeiten geschilderten 
Methode, auf die verwiesen wird (1) (2). Sie sei in Anlehnung an die 
dort gegebenen Beschreibungen kurz skizziert. 

Zu den Versuchen kommen in Reagenzgliisern je 6 cem Caseinstamm- 
lésung. Hierzu wird HCl-Lésung gegeben in einer empirisch erprobten 
Menge und Starke, derart daB die gewiinschte Aciditaét erreicht wird. 
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Rechnerisch |4B8t sich die Menge nicht ermitteln, da der Acetatgehalt der 
Caseinlésung die Saure abstumpft. Zur Erzielung einer py von 1,87 werden 
10 cem n/20 HCl gebraucht. Die Reagenzgliser werden dann mit aqua dest. 
ad 23 aufgefiillt. Fiir jede Versuchsform werden je zwei gleiche Glaser 
(Parallele) vorbereitet. Fiir jedes Reagenzglas werden vier Bechergliiser 
vorbereitet. In jedes Becherglas kommen 5ccm Natronlauge von der 
Starke, wie sie die Lésung im Reagenzglase entsprechend dem HC1-Zusatz 
ohne Riicksicht auf die Abstumpfung besitzen miiBte. Sind beispielsweise 
zu der Caseinlésung 5 cem n/10 HCl gegeben, so ist der Gehalt des Reagenz- 
glaschens beieinem Endvolumen von 25cem n/50 HCl. Es werden daher in 
das Becherglischen 5cem n/50 NaOH gegeben. Dieser Laugenzusatz 
dient dazu, den Séurezusatz zu neutralisieren, da die starke Saéure den 
Puffer (s. oben) durchbrechen wiirde und die verschiedenen Triibungen 
verschiedene Aciditaéten haben wiirden. Da die Neutralisation aber nie 
eine absolut genaue ist, kommen in jedes Bechergliischen noch 5 ccm 
Phosphat puffer (s. oben). Die Bechergliser dienen zur Aufnahme der 
aus den Reagenzgliisern zu verschiedenen Zeiten entnommenen Substrat- 
fermentmischungen. Die 23cem der in den Reagenzgliisern befindlichen 
Lésung werden mittels Pipette sorgfaltig durchmischt. 5cem werden 
entnommen und hiervon 4,5¢cm in je ein Becherglaschen flieBen gelassen. 
0,5 cem werden verworfen. Zu den Becherglischen werden 0,5 cem H,O 
gegeben. DaB nicht 5 cem Liésung wie bei den weiteren Entnahmen, sondern 
nur 4,5 cem bei der ersten Entnahme in die Bechergliser gegeben werden, 
findet seinen Grund darin, dab die in den Reagenzglisern restierenden 
I8cem erst jetzt durch 2cem Fermentlésung verdiinnt werden. 

Als Fermentlisung dient die wisserige Lésung irgend eines guten 
kéuflichen Pepsinpriparats. Die notwendige Fermentverdiinnung, die 
geeignet ist, unter den gegebenen Bedingungen die Substratlésung zu etwa 
50 Proz. zu spalten, mu8 jedesmal durch einen Vorversuch ermittelt werden. 
Fiir die geschilderten Bedingungen bei einer pq von etwa 2 kamen bei 
Anwendung von Pepsin Finzelberg etwa Konzentrationen von 1: 5000 
bis 1: 10000 in Frage. Da 2cem Fermentlésung in 20 cem Volumen an- 
gewandt werden, ist die endgiiltige von uns angewandte Fermentkonzen- 
tration 1: 50000 bis 1: 100000 gewesen. Die Reagenzgliiser sowie die 
Fermentlésungen werden getrennt in einen Thermostaten von 40° gebracht 
und etwa 15 Minuten zur Vorwaérmung ruhig stehengelassen. Sodann 
wurde bei einer genau markierten Zeit in jedes Reagenzglas 2 ccm Ferment- 
lésung getan und gut durchgemischt. Die Réhrchen blieben sodann im 
Thermostaten bei 40°. In genau abgemessenen Abstiinden von 10, 20 
und 30 Minuten werden aus jedem Reagenzglas mittels Pipette 5 cem 
Lésung entnommen und in je ein Becherglas zu den 5 cem NaOH-Lésung 
flieBen gelassen. Nach 30 Minuten wird der Versuch beendet. Die restieren- 
den 5cem in den Reagenzgliisern dienten zur Bestimmung der py mittels 
der Gaskette. 

Von jedem Versuchsréhrchen sind jetzt also Proben vor der Spaltung 
und nach 10, 20 und 30 Minuten langer Spaltung vorhanden. Die Eiweib- 
mengen der in der Spaltung entnommenen Proben werden nun gegen die 
der vor der Spaltung entnommenen Probe, deren EiweiBgehalt zu 100 Proz. 
angenommen wird, bestimmt. Hierzu kommen in jedes Bechergliischen 
5 ecm der gesattigten Chinidinlésung und aqua dest. (5 cem ad 20). Nach 
10 Minuten langem Stehen wird nephelometriert. Alle Messungen miissen 
mit gréBter Genauigkeit unter Anwendung von Stoppuhr und mdglichst 
geeichten Pipetten, Biiretten usw. erfolgen. 
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Tabelle XX gibt ein Beispiel einer derartig vorgenommenen 
Spaltung. 

Abb. 1 gibt das graphische Bild der Spaltung. Es ist das gleiche 
Bild wie bei der Spaltung des Albumins, die Kurve verlauft anfangs 
geradlinig, um sich dann allmahlich 
abzuflachen. 








IV. Anwendung der Methode 
auf das Studium tryptischer Verdauung, 


spaltis mg 


Die Untersuchung  tryptischer 
Spaltung gestaltet sich ganz analog der 
der peptischen Spaltung. Nur wird 
an Stelle des Pepsins eine Verdiinnung 
einer wasserigen Lésung von Trypsin 
angewandt und der Spaltungsvorgang 
auf der alkalischen Seite etwa_ bei 


Frozertt FiweB 








woe = Pu Vorgencunmen. . . 

Wie Tabelle XXI zeigt, sind die 

os sae Spaltprodukte der tryptischen Ver- 

dauung bis zu einer Menge von 25 Proz. entsprechend dem Pepsin- 

versuch ohne EinfluB auf die Caseintriibung. Dieser Nachweis ge- 

staltete sich weit einfacher als beim Pepsin, da sich Casein tryptisch 
bis zum Verschwinden jeder Chinidinreaktion spalten lieb. 


Tabelle XXIL zeigt den EinfluB von Spaltprodukten entsprechend 
einer Spaltung von 50 bis 100 Proz. Der durch den Zusatz der Acetat- 
mengen entstehende Salzfehler wird in Kontrollversuchen, die nur Salz 
aber keine Spaltprodukte enthalten, nachgepriift. Es zeigt sich, daB die 
Abweichung, die 50 Proz. Spaltprodukte (III) veranlassen, genau der 
reinen Salzwirkung (V) entspricht. Die Kolumne II mit 100 Proz. Spalt- 
produkten weicht von der Kontrolle IV nur um 2,5 Proz. ab. Es sind 
also auch Spaltprodukte in einer Menge bis zu 100 Proz. ohne Einflu8 
auf die Triibung. 

Eine Schwierigkeit schien sich nur daraus zu ergeben, daB sich die 
tryptische Spaltung nicht so gut unterbrechen zu lassen schien wie die 
peptische. Beim Pepsin wird ja die Spaltung bei Entnahme einer Probe da- 
durch augenblicklich unterbrochen, daB die Reaktion von sauer neutral wird. 

Beim Trypsin wiire es wohl méglich, die Spaltung dadurch zu unter- 
brechen, daB die Reaktion nach der Entnahme sauer gemacht wird. Da 
aber zur Bestimmung wieder neutrale Reaktion hergestellt werden muB, 
kénnte die Spaltung wihrend der Bestimmung weiter gehen, und auBerdem 
kénnte leicht der Salzgehalt der Triibungen zu groB und die Bestimmungen 
dadurch fehlerhaft werden. 

Es wurde daher untersucht, ob die mit Chinidin gefallten Casein- 
lésungen bei Zimmertemperatur weiterspalten. 

Tabelle XXIII zeigt einen Versuch, in dem vier Triibungen mit ge- 
kochtem Ferment mit vier solchen, die wirksames Ferment in der Menge, 
wie es im Versuch vorhanden wire, enthalten, verglichen werden. 
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Nephelometrische Unters. iiber fermentative 


Die Versuche blieben !,4 Stunde bei 
Zimmertemperatur stehen und wurden dann 
gemessen. Es zeigt sich, daB bei den wirk- 
sames Ferment enthaltenden Losungen keine 
Spaltung eingetreten war. 

Bei der tryptischen Spaltung  sollen 
daher in die Becherglischen als Vorlage 
nicht nur Puffer, HCl entsprechend der zu- 
gesetzten Menge NaOH (wenn z. B. 2,5 cem 
n, LOONaOH bei Gesamtvolumen 25 gegeben, 
werden 5cem n/1000 HCl vorgelegt), und 
Wasser, sondern auch schon Chinidin ge- 
geben werden, so daB sofort bei der Ent- 
nahme die Triibung gebildet wird, wihrend 
bei der Methode der peptischen Verdauung 
die Triibung erst nach Beendigung der ge- 
samten Spaltung hergestellt wurde. Da 
aber die Triibung etwa %, Stunden hilt, 
kann man die Messung gut noch nach 
'4stiindigem Stehen machen. 


$0. —<———————  — — — — —  _  ——_———_——_——— 








me DWE a —_ a | 
Minter Spaturgszest 
Abb. 2. 


Tabelle XXIV gibt ein Beispiel einer 
tryptischen Spaltung. Die Methode ist 
vollig analog der bei der peptischen Spal- 
tung geschilderten. 


Nun wird an Stelle von HC! die Menge 
NaOH in die Reagenzglaser gegeben, die 
empirisch zur Erzielung der gewiinschten 
Py notwendig ist. Entsprechend wird dann, 
wie geschildert, HCl vorgelegt. 

Wir verwendeten fiir denVersuch 2,5 ccm 
n/100 NaOH und spalteten bei einer pg von 
7,8 '/, Stunde. 

Als Trypsin verwendeten wir eine Lé- 
sung von Pankreatin Rhenania, die wir 
durch Digerieren von 0,1 g Pankreatin in 
100 cem Wasser und Verdimnung desselben 
etwa 1:5 herstellten. Die endgiiltige Ver- 


8. 


‘ 


Tryptische Spaltung. py 


Tabelle XXIV. 





EiweiBspaltung. 


nN 


Nr. 


”) 


Spaltungszeit in Minuten 


036.2 37.0 
2364370 


37 
37.2 36.4 37.0 


3 
} 


34 B30 


33.6 33.6 
5 


7 33,7 
7 |i 33.7 '2 
33 


30.1 29.9 20 
30.0 30.0 29. 


9 26.0 25.5 


25.9 25.9 25.7 


) 
9 


5 


3.0 


oo 


23,7 23,5 23,0 
23,7 23.5 


wo 





21,0 21,0 20.8 


21,0 21.0 20 


» 
~ 
) 


20.0 20,1 20.0 


20.0 20,1 20.0 
20.0 20.0 20.0 


30.0 30.0 20.6 


.7 23,4 23 5.9 26.0 25 


20.9 20,6 20, 


33.4 


1. 


D7 


23,7 23,4 23,0 2 


) 


| 
| 


Ablesung 


Nephelometrische 


33.6 36.0 


20.9 


20,1 213 23.4 


Durehschnitt 


20 


Verglichen mit 


} 


ay | 


105 45.8 


33.1 


iweiBspaltung in Proz, 


. 
4 
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diinnung war also 1: 5000. Die Fermentverdiinnung im Versuch betrug 
dann 1: 50000, 

Abb. 2 gibt die graphische Darstellung der tryptischen Verdauung. 
Sie gleicht véllig den bekannten Bildern, indem sie analog der Pepsin- 
kurve zuerst geradlinig verlauft, um dann sich allmahlich abzuflachen. 


Zusammenfassung. 

Eine Methode zur schnellen Bestimmung von Caseinlésungen wird 
beschrieben. 

Die Methode beruht auf der Erzeugung von Triibungen in Casein- 
lésungen mittels Chinidinum hydrochloricum und nephelometrischem 
Vergleich von Lésungen bekannten und unbekannten Gehaltes. 

Als Nephelometer dient das Nephelometer von Schmidt und 
Haensch. 

Die Methode verfolgt den Zweck, weitere Substrate der nephelo- 
metrischen Untersuchung fermentativer Eiweibspaltung zuginglich zu 
machen. 

Als Caseinlésung wird eine Caseinstammlésung verwandt, die 
einen Gehalt von 0,25 Proz. Casein und n/40 Natriumacetat zur 
Lésung des Caseins — hat. Gut mebbare Triibungen kénnen mit 
5cem einer Verdiinnung dieser Lésung 1:5 erhalten werden. Die 
GréBenordnung gut bestimmbarer Caseinmengen liegt etwa zwischen 
| bis 5mg Casein in 20cem Volumen. Untere Grenze der Methode 
bei Anwendung der Mikrogefibe etwa 0.l mg. Als Reagens dient 
heiB gesattigte Lésung von Chinidinum hydrochloricum. Die Reaktionen 
sollen bei annahernd neutraler Reaktion stets bei gleicher py vor- 
genommen werden. Hierzu dient ein Zusatz von Phosphatpuffer (5 cem 
einer Mischung von 9% Volumenteilen m/15  sekundaren Natrium- 
phosphats und 1 Volumenteil m/15 primaren Kaliumphosphats) bei 
einem Endvolumen von 20ccm. Die notwendige Reagenzmerige fiir 
die angegebene Caseinmenge betrigt 5cem. Zu 5cem der klaren 
Caseinlésung werden 5cem Puffer gegeben. Dann werden 5 ccm 
Reagens hinzugefiigt. Die Lésung wird mit aqua dest. auf 20 gebracht 
und nephelometriert. 

Die Triibungen bleiben bis zur Messung etwa 10 Minuten stehen. 
Sie sind dann etwa *, Stunden unverandert haltbar. Das Volumen 
der Lésung beim Reagenzzusatz spielt keine Rolle. Die Triibungen 
vertragen ohne Anderung einen Salzgehalt bis zu etwa n/40 bis n/30. 
Hoher darf der Salzgehalt ohne Beeinflussung der Triibung nicht werden. 
Calciumsalze diirfen nicht zugegen sein. Die Triibungen sind beliebig 
oft gut reproduzierbar. Einzelne Ausfille mit Abweichung von einigen 
Prozenten kommen gelegentlich vor. Die Messungen sollen daher 
stets im Parallelversuch angestellt werden. Es besteht innerhalb der 
angegebenen Grenzen genaue Proportionalitat zwischen Triibungs- 
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starke und Konzentration. Dieses allgemeine nephelometrische Gesetz 
wird auch bei der Chinidintriibung des Caseins wieder bestatigt. Det 
Fehler der Methode betragt etwa | bis 2 Proz. 

Die Methode wird zum Studium der peptischen Verdauung des 
Caseins verwandt. Die Spaltprodukte beeinflussen die Triibung nicht. 
Eine genaue Vorschrift zur Verfolgung der peptischen Verdauung 
wird gegeben. 

In gleicher Weise wird die Methode zur Untersuchung von tryp- 
tischer Verdauung des Caseins verwandt. 

Auch hier sind die Spaltprodukte ohne EinfluB. Die Methode 
ermdéglicht sowohl fiir die peptische wie auch fiir die tryptische Ver- 
dauung die genaue und schnelle Darstellung des Spaltungsvorganges. 

(Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Notgemein- 
schaft der deutschen Wissenschaft ausgefiihrt.) 


Literatur. 


1) P. Rona und H. Kleinmann, diese Zeitschr. 140, 461, 478, 1923. 
2) Dieselben, ebendaselbst 150, H. 5/6, 8S. 444. 3) P. Rona und van Eweyk, 
ebendaselbst 140, 175, 1924. 4) H. Kleinmann, ebendaselbst 99, 115. 
1919; 1B7, 144, 1923. 5) Derselbe, Kolloid-Zeitsehr. 27, H. 5, 1920. 








Beitrige zur Kenntnis einiger bisher 
wenig studierter Inhaltsstoffe der Mileh (Kuhmilch). II. 


Von 
B. Bleyer und 0. Kallmann. 


{Aus dem chemischen Institut der landwirtschaftlichen Hochschule Weihen- 

stephan und aus dem chemischen Laboratorium der wissenschaftlichen 

Zweigstelle Miinchen der chemischen Fabriken Merck, Boehringer, Knoll 
(Lactanawerke ). | 


(Eingegangen am 5, Dezember 1924.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der wasserlésliche gelbgriine Farbstoff der Mileh ( Kuhmilch). 


Zur Einfiihrung schicken wir die Worte anerkannter Autoren auf 
dem Gebiete der tierischen Pigmente und Farbstoffe voraus. 

Fr. Samuely und £. Strauf \eiten ihre Monographie iiber die genannten 
Stoffe in E. Abderhalden, Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden 
(Abt. I., Teil 8) mit folgenden Worten ein: ,,Das Kapitel der ,tierischen 
Farbstoffe’ ist ein Kapitel der Entsagung chemischer Analyse und _ bio- 
chemischer Forschung. ** 

Es liegt zwar zum Teil ein umfangreiches Material iiber tierische 
Farbstoffe, iiber ihre Verbreitung und ihre physiologischen Beziehungen 
vor, aber gegeniiber dieser Fiille an Einzelbeobachtungen ist unser 
positives Wissen tiber die chemische Natur der meisten Farbstoffe 
und Pigmente ein bedauerlich geringes. Die Hauptschwierigkeit liegt 
darin, ausreichendes und reines Untersuchungsmaterial zu gewinnen. 
Entweder handelt es sich nur um jeweils kleine Mengen Farbbestand- 
teile oder diese sind sehr labil und verginglich bzw. gerade umgekehrt 
auch wieder sehr widerstandsfihig gegen chemische Agenzien, so dal} 
sie sich auf die eine oder andere Weise der Bearbeitung entziehen. 

Wenn wir uns trotz dieser grundsatzlichen Schwierigkeiten ent- 
schlossen haben, an die Frage nach der chemischen Natur des wasser- 
léslichen, gelbgriinen Farbstoffs der Milch heranzugehen, so veranlaBte 
uns dazu vor allem die Aussicht, mit groBben Mengen von Ausgangs- 
material arbeiten zu kénnen, eine Méglichkeit, die sonst nicht so leicht 
zu Gebote steht. Man sah immer den Farbstoff vor sich, denn in einer 
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Kaserei sind alle Gerate, die bei der Kasebereitung benutzt werden 
(Kasetiicher, Riihrscheite usw.) auffallend griingelb gefarbt, und es 
ist deshalb schon auch aus diesem Grunde eigentiimlich, daB man sich 
bisher wenig um diesen Farbstoff bemiiht hat. Im Laboratorium 
freilich, wo man meist mit nur geringen Milchmengen arbeiten kann, 
entzieht sich der Farbstoff der allgemeinen Beachtung. 

Nach praktischer Erfahrung hat man es in der Milch mit zwei 
Farbstoffen zu tun, mit einem lipoidléslichen und mit einem wasser- 
léslichen Farbstoff. Der lipoidlésliche Farbstoff ist im Milchfett gelést 
und erscheint vor allem in der Butter. Die Mengenverhaltnisse hingen 
ganz von den Fiitterungsverhaltnissen und von anderen duBeren Ver- 
hailtnissen ab, unter denen die milchliefernde Kuh steht. Bekanntlich 
nimmt mit Beginn der Griinfiitterung der Gehalt der Milch und damit 
der Butter an lipoidléslichen Farbstoffen schnell und erheblich zu, 
die Anreicherung halt sich waihrend des Weideganges und wahrend 
der Méglichkeit weiterer Griinfiitterung und nimmt schnell wieder 
mit der Trockenfiitterung ab. Der hier in Frage stehende Farbstoff 
ist schon 6fter studiert worden, allerdings noch nicht mit abschlieBendem 
Urteil, aber es liBt sich wohl mit Recht sagen, daB der Farbstoff zu 
der Klasse der gelbroten Carotine gehért, also ein Kohlenwasserstoff 
ist, der in unmittelbarer Beziehung zur Art und Verfassung der dem 
milchliefernden Tiere zur Verfiigung stehenden vegetabilischen Nahrung 
steht. 

Dieser lipoidlésliche Carotinfarbstoff geht mit dem Milchfett in 
den Rahm und gegebenfalls iibrigbleibende kleine Reste fallen bei 
der Gerinnung mit dem Casein aus. Die Molke aber, das nach der Ent- 
fernung des Milchfettes und des Caseins bzw. des Kisestoffes iibrig- 
bleibende Milchserum, zeigt wihrend des ganzen Jahres eine fast 
immer gleichbleibende, schwach griingelbe Farbe. Der diese Farbe 
bedingende Kérper zieht, wie schon kurz erwahnt, sehr leicht in dem 
schwach milchsauren Bade, das die Molke vom firbereitechnischen 
Standpunkt aus darstellt, auf Baumwolle, Leinenfaser und Holz, nicht 
auf Wolle. Er ist aller Erfahrung nach gegen Belichtung, vielleicht 
auch gegen Lufteinwirkung ziemlich empfindlich, denn Gegenstande, 
die durch ihn gefairbt sind, werden im praktischen Betriebe in dic 
Sonne gestellt, wobei bald ein Ausbleichen stattfindet. Ferner ist bei 
der Beobachtung eine sehr deutliche Fluoreszenz im  auffallenden 
Lichte ohne roten Einschlag, vielmehr rein nach der griinen Seite hin, 
auffallend und, wie schon erwahnt, ist diese Fluoreszenz wahrend des 
ganzen Jahres vorhanden, ohne daB im Sommer wahrend der Griin- 
fiitterung eine Anreicherung festzustellen ware. Wir haben gerade 
auch diesem letzten Punkte durch eingehende Beobachtung und 
Messung mit einem Stammerschen Koloriskop Aufmerksamkeit ge- 
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schenkt. Man hat es also wohl mit einem konstanten Inhaltsstoff 
der genuinen Milch zu tun, mit einem griingelben. wasserléslichen 


Farbstoff. 

Ein geschichtlicher Riickblick zeigt, da®i die erste Arbeit, die sich 
mit einem Farbstoff der Kuhmilch beschiftigt, von A.W. Blyth") im 
Jahre 1879 veréffentlicht wurde. In dieser Abhandlung, die unter der 
Uberschrift ,,Lactochrom’ erschien, wurde das Vorhandensein zweier 
neuer alkaloidartiger Kérper als normaler Bestandteile der Kuhmilch 
mitgeteilt. Den einen dieser Kérper, eine weibe, amorphe Substanz, be- 
zeichnete A.W. Blyth als ,,Galaktin’*, den anderen aber, eine glanzende 
harzihnliche rotorange Masse, hielt er fiir den Farbstoff der Milch und 
nannte ihn deshalb ,,Lactachrom*™’. Er gelangte zu diesen Stoffen, indem 
er die Milch durch Essigséurefallung vom Eiwei8 befreite und dann Fallungen 
mit Phosphorwolframsiure (Scheiblers Reagens), Phosphormolybdinsiure 
(Sonnenscheins Reagens) und Qvecksilbernitrat vornahm. 

Zur Darstellung wurde von ihm jedoch nur das Quecksilbernitrat 
als Fallungsmittel benutzt, da bei Anwendung der beiden anderen Reagenzien 
durch Ausziehen des Niederschlages mit heifbem Barytwasser groBe un 
vermeidliche Verluste eintraten. 

Er entfernte aus | Liter Milch das Eiwei®B durch Essigséiurezusatz 
unter Verdiinnen auf das doppelte Volumen und fillte die '‘lare Molke 
mit Quecksilbernitrat. Das Filtrat vom erhaltenen Niederschlag, det 
nach seiner Ansicht ein Gemisch von Galaktin, Lactochrom, geringen 
Mengen von Albumin und Harnstoff, an Quecksilber gebunden, darstellte. 
zersetzte er mit Schwefelwasserstoff, um das iiberschiissige Quecksilber 
zu entfernen, und nahm eine neue Fallung mit Bleiacetat vor. Aus dem 
entstehenden, leicht gefiirbten Niederschlag gewann er durch Reinigung 
den ersten alkaloidartigen Koérper, das Galaktin, als eine reine, weibe 
Substanz. Das Filtrat vom Bleiacetatniederschlag befreite er durch Zer- 
setzen mit Schwefelwasserstoff vom iiberschiissigen Blei und erhielt dann 
durch Zugabe von Quecksilbernitrat als Abscheidung den zweiten alkaloid- 
artigen, gefarbten Stoff, der nach seiner Ansicht die Quecksilberverbindung 
des Milchfarbstoffs, des Lactochroms, darstellte. Er nahm fiir ihn als 
wahrscheinlich einfachste Formel an: 


Hg OC, Hyg N Oy. 
Zusammensetzung : 
HgQO . . gefundener Wert 51,97, berechneter Wert 51,92 
| ve » 17,42, oe -. sea 
Oe sas oe i 4,32, ‘a a 4,32 
aes 9 os 4,00, + 3 3,46 
ae - o - °° » 23,34 


Reines Lactochrom wurde von ihm durch sorgfaltige Zersetzung des 
Quecksilbersalzgemisches erhalten. Beim Verdampfen der Lésung des 
Lactochroms in Wasser oder Alkohol hinterblieb eine gliainzende harz- 
ahnliche rotorange Masse, die bei 100° erweichte, leicht léslich in Wasser 
war, aus ihrer Lésung in heiBem Alkohol sich aber beim Erkalten wieder 
ausschied. 

Konzentrierte Lésungen gaben ein einfaches Spektrum, das die roten 
und gelben Strahlen durchlieB, indem keine Streifen verdeckt waren. 


') A.W. Blyth, Journ. chem. Soc. 1879, 8. 530. 
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Gehaltsbestimmungen der Milch ergaben fiir Galaktin 0,15 bis 0,20 Proz. 
fir Lactochrom jedoch Werte, die zwischen 0,1 und 0,001 Proz. schwankten. 
Dieses unbefriedigende Ergebnis fiihrte A.W. Blyth auf die leichte Zer 
setzbarkeit und schwierige Reinigung des Lactochroms zuriick. 

Eine weitere Bearbeitung erfuhr der Farbstoff durch Desmouliére und 
Gautrelet') im Jahre 1903. Die Autoren gelangten zu ihrem Farbstoff 
durch Hitzekoagulation der Milch bei Gegenwart von Essigsiture, An 
situerung der entstandenen Molke und Aussalzen mit Ammonsulfat im 
UberschuB. Der Niederschlag wurde nach mehrstiindigem Stehenlassen 
filtriert (Filtrat farblos); er wurde mit gesattigter Ammonsulfatlésung aus- 
gewaschen und dann mit 98proz. Alkohol ausgezogen. Die alkoholische 
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Abb. 1. Lactochromspektrum nach 1. W. Blyth 


Losung wurde bei niedriger Temperatur eingedampft und der Riickstand 
mit Ammoniak aufgenommen. Nach dem Ansiéuern mit Schwefelséure 
wurde wiederum mit Ammonsulfat ausgesalzen, worauf sich der Farbstoff 
in Form von rétlichen Flocken ausschied, die sich in reinem Wasser wenig. 
bei Gegenwart von etwas Alkali aber leicht lésten. 

Der isolierte Farbstoff gab mit Schwefelsiure keine Blaufirbung 
(Carotin) und mit salpetrigsiurehaltiger Essigsiiure keine Griinfirbung, 
weshalb die Autoren schlossen, daB es sich nicht um ein Lipochrom bzw. 
um einen Gallenfarbstoff handeln kénne. 

Die alkoholische Lésung. die deutlich gelbgriinstichig mit leichter 
Fluoreszenz war, gab nach der Ansiiuerung bei der spektrographischen 
Untersuchung das Urobilinband; die Fluoreszenz verschwand bei Zugabe 
von mehr Saéure, kehrte zuriick bei Zugabe von Ammoniak und wurde 
weiter verstarkt durch ammoniakalische Zinkchloridlésung; die zink- 
chloridhaltige Lésung zeigte das Urobilinband wiederum deutlich. 

Diese Anzeichen lieBen die Autoren zu der Anschauung kommen. 
daB dieser aus der Milch isolierte Farbstoff im wesentlichen mit Urobilin 
identisch ist. Das Vorhandensein von Urobilin in der Milch schien auch 
deshalb diskutierbar, weil es sich im Blute und in verschiedenen Sekreten 
und Exkreten des Organismus vorfindet. 

Eine weitere Arbeit wurde im Jahre 1914 von S. Palmer, dem be 


kannten Carotinforscher, und H. Cooledge*) veriffentlicht. Diese gibt 
schon in der Uberschrift: .,Lactochrom das gelbe Pigment des Milch- 
molkens ist wahrscheinlich identisch mit Urochrom, dem spezifisch 


gelben Farbstoff des normalen Harns*, den Inhalt des niheren an. 

S. Palmer und H. Cooledge fiihren darin aus, daB die natiirliche gelbe 
Farbe der Kuhmilech durch zwei ganz verschieden geartete Farbstoffe 
hervorgerufen wird und daB sich der wichtigere von diesen im Milchfett 
befindet. Dieser besteht aus einer Mischung von Carotin und Xanthophyll, 
hauptsachlich Carotin, die in das Milehfett durch das von der Kuh auf 
genommene Griinfutter gelangen. 


') Desmouliére und Gautrelet, C. r. 55, 632, 1903. 
ee 


*) S. Palmer und H. Cooledge, Journ. of biol. Chem. 17, 251, 1914. 
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Die Anwesenheit des zweiten, weniger gelben Farbstoffes in der Milch, 
der noch nicht identifiziert worden ist, wird durch die weiBbe Farbe des 
Caseins verdeckt und nur in den Molken beobachtet, die nach der Gerinnung 
des Caseins zuritickbleiben. Alsdann verleiht dieser Farbstoff den Molken 
die gewohnliche griingelbe Farbe: dies ist eine jedem Kiser bekannte 
Erscheinung. 

Die Autoren suchten nun, Beziehungen zwischen dem Molkenfarbstoft 
und bekannten tierischen Farbstoffen ahnlichen Charakters festzustellen 
und seine Wichtigkeit bei der Farbstoffbildung der Milch zu ergriinden. 

Sie stellten zuniichst das von A.W. Blyth beschriebene Lactochrom 
her und fanden, daB der erhaltene Farbstoff ganz dessen Angaben ent- 
sprach. Alsdann priiften sie die Arbeit von Desmouliére und Gautrelet 
nach und stellten fest, dai der von diesen durch Sattigung der Molken 
mit Ammoniumsulfat gewonnene Farbstoff nicht, wie angegeben, mit 
Urobilin identisch war, sondern wahrscheinlich derselbe, wie der von 
A.W. Blyth hergestellte. 

Dagegen fanden sie eine Ahnlichkeit zwischen ihrem Lactochrom, 
das sie fiir den Trager der Molkenfarbe hielten, und dem Urochrom, dem 
spezifisch gelben Farbstoff des Harns auf Grund. der folgenden Eigen- 
schaften: 

Beide Farbstoffe sind léslich in Wasser und gewéhnlichem Alkohol, 
schwer léslich in absolutem Alkohol. Sie sind beide spektroskopisch triage 
und bilden Metallverbindungen mit Silber, Quecksilber und Kupfer. Sie 
lassen sich aus ihren Stammlésungen auf gleiche Weise isolieren, wobei 
die erhaltenen Ausziige identisch sind. 

Auf einen Vergleich der elementaren Zusammensetzung beider Stoffe 
verzichteten S. Palmer und Cooledge, weil beide Stoffe schwer rein dar- 
zustellen sind und weil iiber Urochrom keine iibereinstimmenden Resultate 
vorliegen. Sie zogen aber charakteristische Additionserscheinungen zur 
weiteren Identifizierung heran und stellten fest, daB sowohl reine wie auch 
rohe alkcholische Lésungen beider Farbstoffe mit aktivem Acetaldehyd 
reagierten. 

Setzten sie zu den Farbstofflésungen .10 Proz. Acetaldehyd zu, so 
vertiefte sich der gelbe Farbton beim Erwiirmen oder Stehenlassen im 
Sonnenlicht zu Orange, und es zeigte sich das Absorptionsband des neutralen 
oder sauren Urobilins. Ammoniak fiihrte die Farbe in lichtes Gelb iiber 
und brachte das Absorptionsband zum Verschwinden.  Einige Tropfen 
Zinkehlorid gaben das breite Band des Urobilinzinks bei gleichzeitiger 
Fluoreszenz. Bei lingerer Einwirkung des Acetaldehyds auf die Farbstoff- 
lésungen vertiefte sich deren Farbton zu Rotbraun, und es erschien ein 
zweites Band im Blau, etwa 200 Wellenlingen vom ersten entfernt. 

Weiter fanden sie, daB eine von ihnen dargestellte Bromverbindung 
in fast jeder Hinsicht mit der nach dem Verfahren von K. E. Salomonson 
und St. Mancini!) gewonnenen Bromverbindung des Urochroms identisch 
war. 

Alkoholische Lésungen dieser Bromverbindungen, die sie durch Zu- 
gabe von etwas Alkali erhielten, reagierten nach der Neutralisation durch 
Salzsiture mit aktivem Acetaldehyd wie freies Lactochrom und Urochrom. 

Auf Grund der Feststellungen ihrer Arbeit kommen S. Palmer und 
H. Cooledge dann zu dem SchluB, daB eine sehr nahe Verwandtschaft 


') K. BE. Salomonson und St. Mancini, diese Zeitschr. 18, 205, 208, 1908, 
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zwischen Lactochrom und Urochrom besteht, da die hauptsachlichsten 
Charakteristika identisch sind. Die Reaktion mit Acetaldehyd folgt iiberall 
der Isolierung der Farbstoffe, die nach der Behandlung mit Acetaldehyd 
ihre charakteristischen Eigenschaften verlieren. Die Reaktion der Brom 
verbindung ist méglicherweise auf eine Verunreinigung mit freiem Lacto 
chrom zuriickzufiihren, das der Bromierung entschliipft ist. Ferner ist 
denkbar, daB die Aldehydreaktion einer oder mehrerer Gruppen des Lacto- 
chrom- und Urochrommolekiils zugehérig ist, wodurch die Reaktion der 
Bromverbindung sofort erklarbar wird. 

Interessante Feststellungen itiber Lactochrom finden sich weiter noch 
in einer im Jahre 1920 erschienenen Abhandlung von KA. 7. Pelkan'), 
die sich mit den Beziehungen des Urochroms zum Protein der Nahrung 
beschaftigt. Pelkan stellte fest, daB eine wenig proteinhaltige Nahrung 
die Urochromausscheidung betrichtlich vermindert und eine hochprotein- 
haltige die Ausscheidung merklich vermehrt. Er berichtete ferner von 
einem neuen Kérper, den er aus einigen Proteinen nach einem dem Ge- 
winnungsprozeB von Lactochrom und Urochrom analogen Verfahren 
darstellte. 

Als Ausgangsmaterialien zur Gewinnung dieses Korpers benutzte er 
Pepton und Casein, das er zuvor einem VerdauungsprozeB mit Salzsiiure 
unterwarf. Den erhaltenen Stoff bezeichnete er als ,,Protochrom*’’. Er 
fand, da®B dieser alle Reaktionen des Urochroms gab, das von S. Palmer 
und H.Cooledge zur Identifizierung von Urochrom und Lactochrom ge- 
braucht wurde. 

Auf Grund dieser Tatsache und derjenigen, daB eine weniger Protein, 
also auch weniger Protochrom enthaltende Nahrung die Urochrom 
ausscheidung um mehr als 50 Proz. verminderte, hielt sich K. 7. Pelkan 
za der Folgerung berechtigt, daB beide Koérper identisch sind. Somit be 
steht nach seiner Ansicht eine Identitaét zwischen Lactochrom, Urochrom 
und Protochrom. Er glaubt, daB diese Kérper zum mindesten in hoherm 
MaBe von den Proteinen der Nahrung abstammen. 


Dieser geschichtliche Chberblick zeigt zwar allerlei interessante 
Kombinationen, gibt aber keinen AufschluB tiber die wirklichen Eigen- 
schaften des reinen Molkenfarbstoffs, ohne deren Kenntnis es doch 
nicht méglich ist, auf die Identitaét dieses Farbstoffs mit irgend einem 
anderen zu schlieBen. Deshalb muBte es Aufgabe dieser Arbeit sein, 
zunachst einmal den Farbstoff rein darzustellen, falls dies mit den zu 
Gebote stehenden Mitteln durchfiihrbar war. 

Zur Nachpriifung der in den erwahnten Arbeiten gemachten An- 
gaben wurde zunichst versucht, den Farbstoff analog dem von 
Desmouliére und Gautrelel angewendeten Verfahren zu gewinnen. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung wurde Kasereimolke, 
und zwar siiBe Labmolke benutzt. Diese wurde durch Aufkochen 
méglichst vom Albumin befreit und im Vakuum bis zur beginnenden 
Milchzuckerkristallisation eingedampft. Dies entspricht einer Ein. 


') K. T. Pelkan, Journ. of biol. Chem. 48, 237, 1920. 
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engung auf ungefahr ein Zehntel des urspriinglichen Volumens. Die 
Hauptmenge des ausgeschiedenen Milchzuckers wurde abzentrifugiert, 
die gelbe Fliissigkeit mit Ammoniumsulfat gesattigt und nochmals 
im Vakuum auf die Halfte des Volumens eingedickt. Von dem so er- 
haltenen Brei wurden je 300g mit 300ccem 96proz. Alkohol ausge- 
schiittelt. Der Farbstoff ging in Lésung und der gelbe Auszug wurde 
nach dem Absitzenlassen vom Riickstand abfiltriert. Bei einem noch- 
maligen Ausschiitteln des hellgrau gefarbten. aus Ammoniumsulfat. 
Milchzucker, Milchsalzen und Eiwei®stoffen bestehenden Riickstandes 
mit Alkohol blieb dieser farblos. Aus der gelben Farbstofflésung wurde 
der Alkohol abdestilliert und der gelbbraune Riickstand auf dem Wasser- 
bade vorsichtig eingedampft. Es hinterblieben 30g einer glanzenden. 
rotbraunen harzigen Masse, deren Konsistenz sich auch nach mehr- 
tagigem Trocknen bei 40° nicht wesentlich anderte. 

Diese Masse, die in den vorher erwahnten Arbeiten als ,.Lacto- 
chrom*™ bezeichnet worden war, hatte folgende Léslichkeitsverhaltnisse : 

1. in Wasser leicht aber triibe léslich: 

2. in 50proz. Alkohol klar léslich; 

3. in 70- und 80proz. Alkohol kalt nur zum Teil léslich, véllig beim 

Erwiarmen; 

4. in 96proz. Alkohol kalt unléslich. beim Erwiarmen teilweise J6slicl 

unter Wiederausscheidung beim Erkalten; 

5. in Ejisessig kalt zum Teil léslich, véllig léslich beim Erwarmen: 

6. in Aceton, Ather, Petrolither, Amylalkohol. Benzol, Chloroform, 

Schwefelkohlenstoff und Essigester unléslich. 

Die Lésungen in Wasser, Alkohol und Eisessig waren gelb gefarbt. 
bei starkerer Konzentration gelbbraun. Die Reaktion der wiisserigen 
Lésung war sauer. 

Der so isolierte Farbstoff, den 4.W. Blyth als Reinprodukt be- 
trachtet, muBte noch von groBen Mengen fremder Stoffe begleitet sein 
die mit in alkoholische Lésung iibergegangen waren. Es wurde ver- 
sucht, den Farbstoff aus diesem Rohprodukt zur Kristallisation zu 
bringen; dies gelang aber nicht. Deshalb wurde ein Reinigungsprozel 
vorgenommen. 

Ein Teil der Substanz wurde in 5 Teilen 87 proz. Alkohols in der 
Wiarme gelést und mit 10 Teilen Aceton unter Eiskiihlung versetzt. 
Es entstand ein rotbrauner, zihfliissiger Niederschlag. Die iiberstehende 
Fliissigkeit wurde vorsichtig abgegossen und dann der Niederschlag 
durch mehrmaliges Auswaschen mit Ather von den Resten der an- 
haftenden Fliissigkeit befreit. Nach dem bei einer Temperatur von 
70° erfolgten Trocknen stellte der Niederschlag ein rotbraunes hygro- 
skopisches Pulver dar. Dies wurde noch ein zweites und drittes Mal 
nach dem gleichen Verfahren behandelt und so der gereinigte Farbstoff 
in fast trockenem Zustande erhalten. Er sei als Farbstoff 1 bezeichnet. 
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Es bestand die Méglichkeit. daB die zur Trocknung angewendete Tem. 
peratur zu hoch war. Deshalb wurde ein zweiter und dritter Teil des 
Rohproduktes in gleicher Weise gereinigt, aber im Vakuumtrocken- 
schranke bei einer Temperatur von 50° getrocknet. Die so erhaltenen 
Farbstoffe Il und II] waren heller gefarbt als Farbstoff 1. 

Alle drei Farbstoffe reagierten neutral, ihre wisserige Lésung 
war klar gelb. Die Léslichkeitsverhaltnisse waren von denen des Roh- 
produktes nicht wesentlich verschieden. 

Es wurden mit ihnen qualitative Elementaranalysen ausgefiihrt, 
die einander analog verliefen und die Anwesenheit von Kohlenstoff, 
Wasserstoff, Stickstoff und Chlor ergaben, sowie die Abwesenheit yon 
Schwefel, Phosphor und Arsen. 

Auf Grund dieser Analysen bestanden die Farbstoffe aus C, H., 
N. O und enthielten ionogen gebundenes Chior. Sie besaBen kein 
Reduktionsvermégen und waren nicht mehr optisch aktiv. 

Schmelzpunktsbestimmungen im zugeschmolzenen Glasréhrchen 
ergaben fiir Farbstoff I keinen einwandfreien Schmelzpunkt, fiir Farb- 
stoff Il und IIT lag er bei 90°. 

Verbrennungen der Farbstoffe zeigten folgende prozentuale Zu- 
sammensetzung: 





Farbstoff | Farbstoff I Farbstoff Il 
Proz. Proz Proz 
eS gee ke eS ae 34,00 38,45 39.90 
a ee 6,87 754 771 
re te oe rk 12,72 10.78 10.60 
Rd ct Se al, i ae ae — 4641 43,23 $1.79 


Aus diesen Werten war ersichtlich, dab die isolierten Farbstoffe 
nicht einheitlicher Natur waren. Ihre Zusammensetzung legte die 
Vermutung nahe, daB die Kérper den Eiweibstoffen nahestanden 
Deshalb wurde die weitere Untersuchung unter diesem Gesichtspunkte 
vorgenommen. 

Die Hellersche Ringprobe gab beim Uberschichten von konzen- 
trierter Salpetersiure mit den Farbstofflésungen an der Beriihrungs- 
stelle einen rotbraunen Ring. Ferrocyankali gab mit den Lésungen 
bei Zusatz von Essigsiure keinen Niederschlag. Mit den Alkaloid 
reagenzien Gerbsaure, Phosphorwolframsiure und Phosphormolybdiin- 
siure, sowie mit Millons Reagens traten Fillungen ein. Die Biuret- 


reaktion war schwach positiv. 

Nach den Ergebnissen dieser Reaktionen war eine nahe Ver- 
wandtschaft der Farbstoffe zu Proteinen sehr wahrscheinlich geworden 
Einwandfrei zeigte sich die EiweiBnatur durch ihre Fillbarkeit mit 
Ammoniumsulfat, Magnesiumsulfat, Zinksulfat, Caleiumchlorid usw 
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Zur naheren Identifizierung wurden die Fallungsgrenzen der 
Farbstoffe mit Ammoniumsulfat und Magnesiumsulfat bestimmt. 
2eem der Farbstofflésungen 0,1:40 wurden mit abgestuften 
Mengen  gesattigter Ammoniumsulfat- und Magnesiumsulfatlésung 
versetzt und mit destilliertem Wasser auf 10 ccm aufgefiillt. 
Die untere Fillungsgrenze fiir Ammoniumsulfat wurde so auf 
30 Proz. und die fiir Magnesiumsulfat auf 50 Proz. ermittelt. Die 
obere Fillungsgrenze fiir Ammoniumsulfat war 80 Proz., die fiir 
Magnesium 100 Proz. 
Nach dem Ergebnis folgender Reaktionen kénnte man schlieBen. 
daB die Farbstoffe Albumosencharakter besaBen: 
1. durch Hitze nicht koagulierbar, wohl aber durch Ammoniumsulfat 
und Zinksulfat aussalzbar: 
2. dureh hochprozentigen Alkohol fallbar, in verdiinntem Alkohol 
léslich; 
3. Biuretreaktion schwach, aber mit roter, ins Violette spielender 
Farbe ; 


4. mit Jodquecksilber- Jodkali dicker roter Niederschlag: 
5. Diffusion durch Pergament; 
6. beim Aussalzen Ausscheidung eines zithen, klebrigen Niederschlages. 


Peptoneigenschaften waren dagegen die nachstehenden: 

|. sehr leichte Léslichkeit in Wasser, Léslichkeit in Eisessig, teilweise 
Léslichkeit in Alkohol, Unléslichkeit in allen anderen gebrauchlichen 
Lésungsmitteln ; 

2. keine Fallung durch Ferrocyankali und Essigsiiure, wie durch 
Metaphosphorsiiure ; 

3. Fallung durch Gerbsiure und Phosphorwolframsiure. 

Durch diese Untersuchungen stand zunachst fest, dali die dar- 
gestellten Farbstoffe aus EiweiBabbauprodukten bestanden. vielleicht 
in Verbindung mit dem eigentlichen Molkenfarbstoff. Doch konnten 
sie auf keinen Fall als ,,Molkenfarbstoffe** bezeichnet werden. Waren 
sie wirklich die Trager der Molkenfarbe gewesen, dann hatten sie, ge- 
niigend verdiinnt, auch einen der Molkenfarbe entsprechenden Farbton 
in ihrer Lésung zeigen miissen. Wiahrend die Molken eine griingelbe 
Farbe besitzen, waren die Lésungen der isolierten Farbstoffe jedoch 
goldgelb gefirbt. Ebenso fehlte die in alkoholischer Lésung auftretende 
Fluoreszenz des Molkenfarbstoffs, die als ein Charakteristikum an- 
zusehen ist, vollstandig in den Lésungen dieser Farbstoffe. 


Der von den schon erwahnten Forschern isolierte und von ihnen 
als Lactochrom bezeichnete Farbstoff diirfte analog den oben be- 
schriebenen Stoffen zusammengesetzt gewesen sein. A.W. Blyth erhielt 
seinen Farbstoff nach Zersetzung des Quecksilbersalzgemisches und 
Kindampfen der wisserigen oder alkoholischen Lésung als eine glanzende, 
harzihnliche, rotorange, Masse, die bei 100° erweichte. Diese war in 
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Wasser sehr leicht léslich, léste sich auch in heiBem Alkohol, schied 
sich aber aus diesem beim Erkalten wieder ab. Konzentrierte Lésungen 
seines Farbstoffs gaben ein einfaches Spektrum, das die roten und 
gelben Strahlen durchlieB; es waren keine Streifen vorhanden. Diese 
von A.W. Blyth angegebenen Charakteristika seines Farbstoffs stimmen 
gut mit den Eigenschaften des Rohproduktes iiberein, aus dem spater 
die gereinigten Farbstoffe gewonnen wurden. 

Die Arbeit von S. Palmer und H.Cooledge baut sich auf dem 
von A. W. Blyth angewendeten Verfahren zur Gewinnung des Farbstoffs 
auf. Die Reaktion des von ihnen isolierten Farbstoffs mit Acetaldehyvd 
diirfte im wesentlichen auf Reststickstoffbestandteile der Milch zuriick- 
zufiihren sein. 

Die Bildung des bisher als Molkenfarbstoff angesehenen Farb- 
stoffs ist sicherlich sekundar aus Eiweibstoffen erfolgt, die sich noch 
in der Lésung befanden, aus welcher der Farbstoff durch Eindampfen 
gewonnen wurde. Darauf weist auch die Darstellung des ,,Proto- 
chroms* von K. 7’. Pelkan hin, das dieser fiir identisch mit .,Lacto- 
chrom“ und Urochrom hielt. 

Wir suchen also die Erklarung fiir die Bildung der gefirbten 
Kiweibabbauprodukte in der bei allen Gewinnungsprozessen ungeniigend 
vorgenommenen EnteiweiBung. Wie im Abschnitt tiber den Rest- 
stickstoff gezeigt wurde, enthalt Molke (Milchserum) stets groBbe Anteile 
an EiweiBabkémmlingen, die durch Hitzekoagulation, auch bei An- 
wesenheit von Essigsiure, nicht gefallt werden. Sie gehéren zum Typus 
der Albumosen und Peptone, die bei weiterer Einwirkung von Siiuren 
natiirlich verindert werden. Je nach der Beschaffenheit des Ausgangs- 
materials und dem Einflu8 der den Abbau bedingenden Faktoren mubte 
bei der Darstellung der Farbstoffe die erhaltene Menge und die Zu- 
sammensetzung der Stoffe eine verschiedene sein. Daher konnte es 
Blyth auch nicht gelingen, Bestimmungen des Gehaltes der Milch an 
seinem ,,Lactochrom* durchzufiihren. 

Da es uns klar geworden war, daB die isolierten Farbstoffe in keiner 
Beziehung zum Triger der Molkenfarbe standen, wurde ein neuer 
Versuch unternommen, den wirklichen Molkenfarbstoff zu gewinnen. 
Nach den gemachten Feststellungen muBte ein Verfahren angewendet 
werden, bei dem die EiweiBstoffe quantitativ entfernt und hohe Tem- 
peraturen sowie starke Saiurekonzentrationen vermieden wurden. 

Der einfachste Weg hierzu schien der zu sein, den Molkenfarbstoff 
ohne Anwendung irgendwelcher Agenzien in annehmbarer Konzen- 
tration in eine rein alkoholische Lésung iiberzufiihren. Da weder 
EiweiBstoffe noch Milchzucker, deren Entfernung aie erste Voraussetzung * 
fiir die Gewinnung des Farbstoffs bilden muBte, in %6proz. Alkobol 
léslich sind, erschien dieser Weg gangbar. 
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Wichtig war ferner, ein geeignetes Ausgangsmaterial aufzufinden, 
das den Farbstoff in méglichst groBer Konzentration enthielt, bei 
dem noch kein Abbau von Eiweibstoffen eingetreten sein konnte. 

Die Verwendung von Milch als Ausgangsmaterial war wegen der 
groBben Mengen der darin enthaltenen Eiweibstoffe und wegen des 
geringen Farbstoffgehalts nicht angebracht. 

In der Kiasereimolke finden sich zwar nur noch die Proteine des 
Serums, doch ist eben auch hier der Farbstoffgehalt zu gering. Deshalb 
wurde nun gepriift, ob sich nicht durch Einengen der Kasereimolke 
im Vakuum eine gréBere Farbstoffkonzentration erreichen liebe, ohne 
daB dabei ein Abbau der Eiweibstoffe eintrat. 

Es wurde zunichst Molke eingedampft, aus der das Albumin 
durch Aufkochen entfernt war. Diese zeigte aber nach dem Einengen 
einen rétlichgelben Farbton, der nur von Eiweibabbauprodukten 
herrtihren konnte. 

Deshalb wurde gewéhnliche, nicht enteiweiBte Kiasereimolke auf 
ihr Verhalten beim Eindampfen im Vakuum gepriift. Bei dieser trat. 
wenn das Abdampfen sehr vorsichtig bei niederer Temperatur aus- 
gefiihrt wurde, keine Verinderung des Farbtones auf. Die Molke 
behielt ihre urspriingliche griingelbe Farbe, nur wurde der Farbton 
entsprechend starker. Nach Feststellung der giinstigsten Konzen- 
tration, die bei einer Einengung auf 20° Bé lag, wurde dann die Neu- 
gewinnung des Farbstoffs aus frischer, so konzentrierter Kasereimolke 
vorgenommen. 

13 Liter dieser Molke wurden mit dem doppelten Volumen 96 proz. 
Alkohols iibergossen und 2 Tage unter Eiskiihlung stehengelassen. Die 
ausgeschiedenen Eiweifstoffe wurden dann abzentrifugiert und die 
erhaltene, schén griingelb gefarbte fluoreszierende Fliissigkeit filtriert. 
Das Filtrat wurde im Vakuum bei niederer, nie 40° iibersteigender 
Temperatur bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. Es wurde ein gelber 
griinstichiger Riickstand erhalten, der fiinfmal mit gleichen Teilen 
80proz. Alkohols jeweils 2 Stunden lang ausgeschiittelt wurde. Die 
filtrierten, schén griingelb gefairbten, fluoreszierenden Ausziige wurden 
vereinigt, im Vakuum bis zur Sirupdicke eingedampft und nochmals 
mit 96proz. Alkohol ausgeschiittelt. Dieser ProzeB wurde dreimal 
wiederholt. Dabei blieben zum SchluB 37 g eines sirupartigen Riick- 
standes von den angewendeten 13 Litern Ausgangsmaterial, die 
100 Litern frischer Molke entsprachen. Der Riickstand léste sich voll- 
kommen klar in 96proz. Alkohol. Seine Lésung besaB einen gelb- 
griinen, fluoreszierenden Farbton. Eine Priifung ergab, dab der 
Riickstand kein Eiwei8 mehr enthielt und daB er frei von Milchzucker 
war. Deshalb wurde dieser Farbstoffsirup als Rohprodukt fiir dic 
Reindarstellung des Molkenfarbstoffs verwendet. 
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Die spektroskopische Untersuchung der wasserigen Lésung dieses 
Rohproduktes zeigte nur einseitige Absorption im blauen Teile des 
Spektrums; Absorptionsstreifen waren nicht vorhanden. 

Durch Dialysierversuche wurde die nicht kolloide Natur des Farb- 
stoffs festgestellt; er diffundierte gut durch Abderhaldenhiilsen. 

Es wurde nun versucht, den Farbstoffsirup zur Kristallisation zu 
bringen. Eine Priifung der Léslichkeitsverhaltnisse ergab, dab der 
Farbstoff in allen gebraiuchlichen Lésungsmitteln sehr schwer léslich 
war, ausgenommen in Wasser und Alkohol. 

Aus der rein alkoholischen Lésung lieB sich jedoch durch keine 
Kunsteriffe eine Kristallisation erzielen. Auch Versuche, die Kristalli- 
sation dadurch herbeizufiihren, daB zu der alkoholischen Farbstoff- 
lésung Solvenzien hinzugesetzt wurden, in denen der Farbstoff schwer 
léslich war, fiihrten zu keinem Ergebnis. 

Es gelang aber, durch Versetzen der alkoholischen Farbstofflésung 
mit in Alkohol geléster Pikrinsiure ein Pikrat herzustellen, das sich 
in einheitlicher, wohlcharakterisierter Form ausschied. Dieses Pikrat 
war nach dem Urteil des Herrn Dr. Steinmetz, Miinchen, mit keiner 
bisher kristallographisch festgelegten Pikrinsiureverbindung identisch. 

Auf Grund dieser augenscheinlich basischen Eigenschaften des 
Farbstoffs wurde nun versucht, durch Zusatz von alkoholischer 3 proz. 
Salzsiure zur Lésung des Farbstoffs in Alkohel ein Chlorid des Farb- 
stoffs darzustellen. Nach dem Verdunsten der sehr verdiinnten Lésung 
kristallisierte auch ein gelber, einheitlich aussehender, aus gut aus- 
gebildeten Oktaedern mit abgestumpften Ecken bestehender Kérper 
aus. Dieser erwies sich jedoch bei naherer Untersuchung als Natrium- 
chlorid, das durch den aufgenommenen Farbstoff gefirbt war. 

Es muBbten also noch gréBere Mengen von Begleitstoffen in dem 
Farbstoffsirup enthalten sein. Dies bestatigte sich auch durch die 
weitere Untersuchung. Eine Probe des Farbstoffsirups hinterlie} beim 
Verbrennen einen graugriin gefarbten Riickstand von anorganischen 
Salzen. Der Stickstoff des Farbstoffsirups war zum tiberwiegenden 
Teil organisch gebunden, ein Viertel des Stickstoffgehalts war in Ammo- 
niakbindung vorhanden. 

Zur Orientierung iiber die chemische Natur des in dem Farbstoff- 
sirup allem Anschein nach angereicherten Pigmentes wurden folgende 
Reaktionen angestellt: 

1. Biuretprobe: negativ. 

2. Hitzekoagulation: negativ. 

3. Xanthoproteinprobe (aromatische EiweiBbausteine, wie Pheny'|- 

alanin, Tyrosin, Tryptophan): positiv. 

4. Glyoxylsiureprobe (Tryptophan): negativ. 

5. Millons Probe (Thyrosin): schwach positiv. 


) 
3. Bromwasserprobe (freies Tryptophan): negativ. 


~ 
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7. Murexidprobe (Harnsiure): negativ. 

8. Gmelinsche Probe (Gallenfarbstoffe): negativ. 

%. Pettenkofersche Probe (Gallensiéiure): negativ. 

10. Urobilinprobe (Ansiiuern mit Salzsiure, Ausschiitteln mit Amy!- 
alkohol und spektroskopische Priifung): kein Urobilinspektrum ; 
bei Zugabe einer I proz. Lésung von Zinkchlorid in stark ammo- 
niakalischem Alkohol: keine Vertiefung der an sich vorhandenen 
griinstichigen Fluoreszenz. 

Um nun die fremden Beimengungen aus dem Farbstoffsirup zu 
entfernen, wurde nochmals versucht, ihn durch Umlésen zu reinigen. 
Es ergab sich schlieBlich, daB er wohl in reinem Chloroform schwer 
léslich, aber in einem Gemenge von Chloroform und Alkohol léslich war. 

Deshalb wurde der Rest des Farbstoffsirups mit der vierfachen 
Menge einer Mischung von 2 Teilen Chloroform und 1 Teil 96proz. 
Alkohols eine halbe Stunde lang unter Erwirmen im Wasserbade aus- 

 geschiittelt und diese Ausschiittelung viermal wiederholt. Die er- 
haltenen Ausziige wurden vereinigt und im Vakuum eingedampft. 
Der wieder sirupartige Riickstand konnte nun mit der achtfachen 
Menge einer Mischung von 8 Teilen Chloroform und 1 Teil Alkohol 
aufgenommen werden. Diese Lésung wurde im Vakuumexsikkator 
iiber einer durch Zusammenschmelzen festen und fliissigen Paraffins 
hergestellten Trockenmasse (Absorption von Chloroform) zur Ver- 
dunstung gebracht. Beim Stehen iiber Nacht ging der Exsikkator 
aber in Triimmer, und es konnte leider nur ein Teil des Farbstoffs 
gerettet werden. Dieser wurde nach der gleichen Methode naher unter- 
sucht, wie die spiter beschriebenen und nach vereinfachten Verfahren 
gewonnenen Farbstoffe. 

Durch die vorgenommene Reinigung war der Farbstoffsirup von 
den anorganischen Beimengungen befreit. Seine weitere eingehende 
Priifung ergab: 

1. das Vorhandensein von Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff und 
Sauerstoff; Schwefel war weder als oxydierter saurer Schwefel, 
noch als unvollkommen oxydierter neutraler Schwefel vorhanden ; 
es war kein Phosphor anwesend. 

. Fehlingsche Probe: negativ. 

Biuretprobe: negativ. 

Hitzekcagulation: negativ. 

5. Aussalzbarkeit mit Ammoniums Ifat: negativ. 
6. Hellersche Probe: negativ. 

7. Sulfosalicylsiureprobe: negativ. 


te 


- oo 


8. Esbach-Probe: negativ. 

9. Tanninprobe: negativ. : 

10. Xanthoproteinprobe (aromatische EiweiSbausteine): positiv. 
11. Millonsche Prébe (Tyrosin): schwach positiv. 

12. Glyoxylsaéureprobe (Tryptophan): negativ. 
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Bromwasserprobe (freies Tryptophan): negativ. 

Kreatin: negativ. 

Kreatinin: negativ. 

Harnsiure: negativ. 

Harnstoff: negativ. 

Cholesterin: negativ. 

P. Ehrlichsche Aldehydprobe (Paradimethylaminobenzaldehyd, 
hauptsichlich auf tryptophanhaltige Koérper): schwach positiv. 
P. Ehrlichsche Diazoprobe (mit Diazobenzolsulfositure und mit 
Diazobenzolchlorid, auf Urochrom bzw. Urochromogen bzw. 
Antoxyproteinsiuren, histidin- und tyrosinhaltige Stoffe): negativ. 


. Mit sehr verdiinnter Ferrichloridlésung: Braunrotfiirbung. 


. Pyrrolprobe: negativ. 


Spektroskopische Priifung: keine Anzeichen fiir Urobilin. 
Spektroskopische Priifung mit aktiviertem Acetaldehyd [Garrod 
sche Urochromprobe')]: negativ. Das Spektrum zeigt keinerlei 
charakteristisches Aussehen, nur diffuse Absorption vom violetten 
Ende herein. 


5. Heflebowers Urochromogenprobe (lcem Farbstofflésung mit der 


doppelten Menge Wasser verdiinnt und Hinzugabe von 3 Tropfen 
einer | proz. K Mn O,-Lésung; es soll eine Gelbfairbung entstehen) *): 
negativ. ° 
Weisssche Urochromogenprobe (ihnlich der Heflebowerschen Probe, 
die auf die Weissschen Untersuchungen zuriickgeht)*): negativ. 
Weisssche Phenylacetylprobe (Kochen mit einem Kérnchen 
K,Cr,O, und 25 Proz. H,SO,: Geruch nach Phenylacetylaldehyd:; 
Phenylalaninkern): positiv. 

Verhalten gegen Schwermetallsalze: 

AgNO,: Fallung. 

Ammoniakalische Silberlésung: Reduktion schon in der Kilte. 
Hg-Acetat in schwach saurer Lésung: Fillung. 

Hg-Acetat in schwach sodaalkalischer Lésung: Fillung. 

HgCl, (wiisserige Lésung): negativ. 

HgCl, (alkoholische Lésung): negativ. 

Cu-Salze: Fallung, verhiltnismiGig leicht léslich. 

Cd-Salze: negativ. 

Ni-Salze: negativ. 

Co-Salze: negativ. 

Ba-Salze: negativ. 

Ba-Salze plus Alkchol: Fallung. 

Phosphorwolframsaéure: Fallung, in schwacher Siure leicht léslich. 
Phosphormolybdiinsaéure: Fallung, in sechwacher Saure leicht léslich 
Basisches Bleiacetat: Fiallung. 


A. E. Garrod, Journ. of Physiol. 29, 335, 1903. 
Heflebower, Amer. Journ. of med. scienc., Februar 1912. 
M. Weiss, Beitr. z. Klin. d. Tuberkulose 1907, 8S. 177; Wien. klin. 


nschr. 1907, Nr. 33. Weitere zusammenfassende Literatur hier- 
M. Weiss, Neuere Harnuntersuchungsmethoden und ihre klinische 


Bedeutung. Berlin 1922. 
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Losungsmittel: Unddslich in absolutem Alkohol, Amylalkohol, 
Aceton, Benzol, Chloroform, Petrolather, Ather, Essigiither. 
Essigester; léslich in Wasser, verdiinntem Alkohol, Methy! 
alkohol, Gemischen von Chloroform und Alkohol. 

Methylalkoholische Lésung mit Cu-Acetat: Filling. 

Jodjodkaliumlésung: negativ. 

Jodquecksilberkaliumjodid: negativ. 

28. Beim Erhitzen mit Sauren: Braun- und Schwarzfirbung unter 

Bildung eines amorphen, schwarzen Niederschlages Melanin 

(,. Lacto-Melanin’’). 

20. Eigenschaften einer freien Siaiure: Rotfarbung von Lackmus: Ver 

tiefung des Farbtones durch Alkatien; Abblasen durch Sauren. 

30. Verbleichen am grellen Lichte unter Zersetzung (Bildung eines 

schwarzen Niederschlages). 

$1. Fiir die Hydrolyse verblieb leider zu wenig Ausgangsmateria! 

Es konnte nur eine abgekiirzte Hydrolyse (20proz. HCl) durch 
gefiihrt werden, die aber mangels geniigender Menge in der Deutung 
der Ergebnisse natiirlich nicht zuviel Schliisse zulaBt: wir miissen 
deshalb verzichten, hier darauf einzugehen. Das gleiche gilt fiir 
die Bestimmung des Aminostickstoffs von Sdrensen; die durch 
diese Methode erfaBbaren NH,-Gruppen sind jedenfalls relatiy 
reichlich vorhanden. Mit diesen beiden Methoden hiitten spiatere 

Untersuchungen hauptsichlich zu arbeiten. 

Uberblickt man die Ergebnisse der Priifung, so fallen vor allem 
die ungewoéhnlich wenig ausgepragten Eigenschaften des Farbstoffs 
auf. Die spektroskopische Methode, die sonst bei Arbeiten mit tierischen 
Farbstoffen eine groBe Fiihrerin ist, versagt hier leider ganz; es fehlen 
auch charakteristische Farbveranderungen und Fallungen. Deshalb 
handelt es sich in erster Linie um eine Indizien- und Alibibeweisfiihrung. 
Mit Urobilin hat der von uns isolierte Farbstoff .,Lactochrom* nichts 
zu tun; wir stehen damit in Widerspruch mit der Arbeit von Desmouliére 
und Gautrelet (l.c.), die allerdings selbst die Identitét ihres ,,Lacto- 
chroms** mit Urobilin nicht als durchaus erwiesen ansehen. Ein alkaloid- 
artiger Stoff im Sinne der Arbeit von A.W. Blyth (1. c.) liegt ebenfalls 
nicht vor. Am niachsten kommen wir mit unserer Untersuchung der 
Anschauung von S. Palmer und H. Cooledge (|. ¢.)., die ihr Lactochrom 
als Urochrom ansahen, also der Anschauung waren. daB der gelbgriine. 
wasserlésliche Farbstoff der Milch mit dem gelben normalen Farbstoff 
des Harns identisch ist. 

Wir méchten selbst noch kein Urteil abgeben, fassen aber unsere 
Anschauung dahin zusammen, daB wir unser Lactochrom den Protein- 
sduren zuzihlen. Uber diese sind bekanntlich in den letzten Jahren 
verschiedene Arbeiten entstanden, die sich mit den Proteinsaiuren des 
Harnes beschaftigen. Nach den derzeitig geltenden Anschauungen 
lassen sich folgende, wahrscheinlich nahe miteinander verwandte 
Koérper unterscheiden : 
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Antoxyproteinsdure, Oxyproteinsdure und Alloxyproteinsdure') 


Sie sollen staindige Inhaltsstoffe auch des normalen Harnes sein ; 
bei gewissen pathologischen Erscheinungen soll ihr Anteil vermehrt sein 

Die erwaihnten Verbindungen, iiber deren Zusammensetzung man 
noch nicht im klaren ist, sind dadurch ausgezeichnet, daB sie ein hohes 
Molekulargewicht besitzen, Saéuren sind und in Wasser lésliche, in 
Alkohol unlésliche Bariumsalze geben ; sie sind fallbar durch Quecksilber- 
acetat. Zur Beurteilung der Stellung dieser Produkte zum Eiweib, 
zu den Peptonen und Polypeptiden ist es von gréBter Wichtigkeit, 
daB sie die Biuretreaktion nicht geben; auch die fiir die cinzelnen 
Aminosauren charakteristischen Farbreaktionen fallen zumeist negatiy 
aus. Es ist bis jetzt noch nicht gelungen, den einwandsfreien Nachweis 
zu fiihren, daB an ihrem Aufbau unverainderte Aminosiuren beteiligt 
sind. 

Wie schon erwahnt, ist tiberhaupt die chemische Natur der ge- 
nannten Stoffe noch nicht geklart, zumal auch der Nachweis noch nicht 
gefiihrt werden konnte, daB sie einheitlich sind. Mai fabt sie zurzeit 
als weitgehend umgewandelte Abbaustufen der Proteine auf, es wird 
aber auch gelegentlich die Anschauung vertreten, dab sie durch Aufbau 
aus Spaltstiicken bestimmter Aminosiuren entstanden angesehen 
werden kénnen. 

Neueste Untersuchungen zeigen, daB die sogenannte Oxyprotein- 
siure (wegen ihres verhaltnismaBig hohen Sauerstoffgehalts) mit der 
..Antoxyproteinsiure und der ,,Alloxyproteinsiure wenig Ziige 
gemeinsam hat; sie bedarf noch besonderer Bearbeitung. Klarere 
Beziehungen bestehen schon zwischen den beiden anderen Protein- 
siuren. Weiss (1. c.) hat namlich gefunden, daB der Trager der Ehrlich- 


') St. Boudzynski und R. Gottlieb, Zentralbl. f. d. med. Wiss. 38, 577. 
1897; St. Boudzynski und K. Pauck, Bull. de Vacad. des sciences de Cracocic 
Octobre 1902; Ber. d. deutsch. chem. Ges. 35, 2959, 1902; St. Boudzynski. 
St. Dombrowski und K. Pauck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 83, 1905: 
Fritz Pregl, Pfliigers Arch. 75, 87, 1899; Wilhelm Ginsberg, Hofmeister 
Beitr. 10, 411, 1907; W. Czernecki, Anzeigen der Akademie der Wissen- 
schaften Krakau 1910, 8S. 400; M. Weiss, diese Zeitsehr. 27, 175. 1910; 
BE. Freund und R. Fellner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 401 — 406; J. Bro 
winski und St. Dombrowski, ebenda 77, 92— 106; P. Glagolew, ehenda S9, 
432—440; R.S. Sana, diese Zeitschr. 64, 195— 221; O. v. Firth, ehenda 69, 
448— 460; M. Damask, Wien. klin. Wochenschr. 28, 499-502: A. Madina 
veitia, Ann. soc. espanola Fis. Quim. 17, Il, 136-145; S. Edelhacher. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 120, 71— 84; 121, 164, 127, 187-- 189; EB. Freand 
und A. Sittenberger, diese Zeitschr. 186, 145: ferner noch M. Weiss, Nihere 
Harnuntersuchungsmethoden und ihre klinische Bedeutung. Berlin 1922 
In dieser Schrift ist auch néiher auf die fortlaufenden Arbeiten des Ver 
fassers hingewiesen, die fiir die Beurteilung der Angelegenheit von Wiehtig 
keit sind. 
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schen Diazoreaktion das Urochromogen ist, eine farblose Vorstufe des 
normalen gelben Harnfarbstoffs, der durch Oxydation in Urochrom 
iibergeht. Das Urochromogen soll sich aber nur unter pathologischen 
Verhaltnissen im Harn vorfinden; der normale Harn soll gleich den 
oxydierten Farbstoff enthalten. Uber das Urochrom ist schon viel 
yearbeitet worden’); wir kénnen hier nur sagen, dal es nach den neueren 
Anschauungen zu der durch Bleiessig fallbaren Alloxyproteinsaure- 
fraktion zu zahlen ist, wahrend das Urochromogen, die unter normalen 
Umstanden nicht beobachtbare Muttersubstanz, zu der sauerstoff- 
reicheren Alloxyproteinsaurefraktion gerechnet werden kann. 

Unterzieht man nun das von uns isolierte ,,Lactochrom‘ einer 
naheren Betrachtung, so hat man es wohl ohne Zweifel mit einem 
Abkémmling des K6érpereiweibzerfalls zu tun; es hat Phenolcharakter 
und die Eigenschaften einer starken Saure. Fiir den Grundkern des 
Lactochroms méchten wir aus der Xanthoproteinprobe auf das Vor- 
handensein von aromatischen Verbindungen schlieBen. Die genannte 
Reaktion wire fiir Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin kenn- 
zeichnend. Die negative Millonsche Probe ergab nun das wahrscheinliche 
Fehlen von Tyrosin, die negative Glyoxylschwefelsiiureprobe das 
Fehlen von Tryptophan, so daB wohl Phenylalanin als ein wesentlicher 
Bestandteil des Lactochroms angesehen werden kann. Eine Bestarkung 
dieser Anschauung liegt in der positiven Phenylacetylprobe, die auch 
auf Phenylalanin hinweist. Bezeichnend ist ferner die chromogene 
Tendenz des Kérpers = Lactomelaninbildung, was schon auf eine enge 
Beziehung zu der wahrscheinlichen Muttersubstanz der Pigmente, 
dem Dioxyphenylalanin®), schlieBen li8t. Charakteristisch ist die 
griingelbe Farbe mit ausgesprochener Fluoreszenz, aber ohne typische 
und bemerkenswerte Ausléschungserscheinungen im Spektrum. Diese 
spektroskopische Triagheit kann auch nicht mit besonderen Kunst- 
griffen (Zinksalze, ,,aktiver‘* Acetaldehyd) veraindert werden. 

LaBt sich auch so manche enge Beziehung zu unserem Lactochrom 
und dem normalen gelben Harnfarbstoff Urochrom feststellen, so fehit 
doch ein wesentliches Glied in der Beweisfiihrung in der genannten 
Richtung: das Ausbleiben der spezifischen Urochrom(ogen)probe nach 
M. Weiss. Es kann zwar durch Bilirubin und Urobilinogen, wenn diese 
Stoffe angereichert vorkommen, die M.Weisssche Urochrom(ogen)- 
probe gestért werden. Bilirubin reagiert nimlich mit KMnQ, unter 


') U. A. Thudichum, Journ. f. prakt. Chem. 104, 257, 1864; A. FE. 
Garrod, Proced. of the Royal. Soc. 55, 394, 1894; St. Dombrowski, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 45, 390, 1908; H. Hohlweg, diese Zeitschr. 13, 199, 1908; 
K. E.. Salomonson, ebendaselbst 18, 205, 1908. 

*) E. Bloch, Das Problem der Pigmentbildung. Arch. f. Dermat«|. 
124, 1917; Zeitschr. f. physiol. Chem. 98, 1917. 
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Oxydation zu einem farblosen Kérper; Urobilinogen liefert bei der 
gleichen Behandlung einen rétlichen Farbstoff!). Man kann aber diese 
Stoffe abtrennen (Aussalzen mit Ammonsulfat); iibrigens war in unserer 
Farbstofflésung kein Bilirubin und Urobilinogen vorhanden. Es kénnte 
nun noch sein, da der Eintritt der Reaktion durch zu grobe Aciditat 
verhindert wurde. Sie tritt naimlich, auf die Verhaltnisse des Harns 
berechnet, nur bei der nativ sauren Harnreaktion ein, wihrend An- 
siiuern sie verhindert. Ferner kann gegen den Versuch, das ,,Lacto- 
chrom mit dem Urochrom zu identifizieren, ins Feld gefiihrt werden, 
daB das Urochrom meist als eine schwefelhaltige Substanz angesehen 
wird, wie ja auch die Proteinsiuren mit einem S-Gehalt ausgewiesen 
werden. Neueste Bearbeitungen des Urochroms*), ergaben keinen 
Schwefelgehalt mehr und es hat den Anschein, als ob der S-Gehalt 
der Proteinsauren nur bedingt richtig ist, naimlich von Verunreinigungen 
herstammt, worauf schon Salkowski hingewiesen hat. 


Nach dem Vorgesagten kénnen wir daher mit guter Wahrscheinlich- 
keit aussprechen, daB der genuine, wasserlésliche, gelbgriine Farbstoff 
der Milch ein Phenylalaninabkémmling ist, in enger Beziehung zum 
UCrochromogen und Urochrom steht, zu der Alloxyproteinsiurefraktion 
gehért, jedoch vorliufig von dem typischen Urochromogen bzw. Uro- 
chrom unterschieden werden muB. Mit Urobilin hat es nichts zu tun 
(Desmouliére und Gautrelet); das von Blyth seinerzeit hergestellte Lacto- 
chrom ist als ein Kunstprodukt anzusehen. Wir schlieBen uns der 
Ansicht von S. Palmer und H. Cooledge in der Hauptsache dahingehend 
an, daB der Farbstoffgehalt der genuinen Milch von zwei gianzlich 
voneinander verschiedenen Farbstoffen bestritten wird: einem lipoid- 
léslichen Farbstoff, der sich bei der Butterung dem Milchfett mitteilt 
(zur Gruppe der Carotine gehérig und unmittelbar von der vegeta- 
bilischen Futtersubstanz stammend, wihrend der Griinfiitterung mehr 
angereichert als wihrend der Trockenfiitterung), und dem gelbgriinen, 
wasserléslichen Lactochrom, einem dem Urochrom nahestehenden, 
aber mit ihm nicht identischen hochmolekularen Abbauprodukt des 
Proteins (Koérpereiweibzerfall) von phenolischem Charakter, wahr- 
scheinlich mehrfach hydroxyliert und in seinem Aufbau Phenylalanin- 
komplexe eathaltend. 


Mit dieser Anschauung trifft man auch gut mit der Ansicht 
kK. T. Pelkans (\.c.) zusammen, der durch kiinstlichen Abbau von 


1) M. Weiss, Wien. Arch. f. klin. Med. 1, 359, 1920; Wien. klin. 
Wochenschr. 1916, Nr. 15. 

*) H. Hohlweg, diese Zeitschr. 18, 199, 1908; K. FE. Salomonsen, ebenda- 
selbst 18, 205, 1908; Mancini, ebendaselbst 18, 208, 1908: H. Liebermann, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 129, 1907. 
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Casein zu einem Farbstoff gekommen ist, den er Protochrom nannte 
und der ebenfalls dem Urochrom recht nahestand. 

Mangels genauer Belege miissen wir darauf verzichten, Angaben 
iiber die Menge von Lactochrom, wie sie sich in der Milch vorfinden. 
zu machen. Wir haben schon erwahnt, daB nach unserer eingehenden 
Beobachtung die Farbung des Milchserums wahrend des ganzen Jahres 
hindurch gleich ist, daB also beim Lactochrom die Mengenverhaltnisse 
nicht von der Art der Fiitterung abhangig sind: sie mégen wohl von 
der Menge des Futters abhingig sein, aber dieser Unterschied gleicht 
sich bei der Durchschnittsmilch, wie wir sie zur Beobachtung bekamen. 
aus. Auf Grund von unverbindlichen Schatzungen, die wir mit Lacto- 
chromlésungen, deren Gehalt an Stickstoff und Farbstoff annahernd 
bekannt war, zusammen mit Milchseren durchfiihrten, méchten wir 
den Stickstoffanteil, den das Lactochrom zu den Stickstoffbestandteilen 
der MiJch liefert, auf etwa 2 Proz. angeben: das wiirde also bei dem 
Durchschnittsgesamtstickstoffgehalt von 500mg in LO0Ocem = etwa 
10 mg Farbstoffstickstoff pro 100 cem Milch bedeuten; dieser Stickstoff- 
anteil steckt zum gréBten Teil in der Phosphorwolframsaurefallung, 
die wir als ,,Peptonstickstoff* bezeichnet haben. Es handelt sich aber 
nur um eine vorliufige Schatzung: es kann auch mehr Farbstoff- 
stickstoff vorhanden sein, so daB sich dementsprechend der eigentliche 
Peptonstickstoff verringern wiirde. 

Nach diesen Feststellungen ware es nun eine dankenswerte Auf- 
gabe, das echte Lactochrom in gréberer Menge zu isolieren, um es 
dann noch niher studieren zu kénnen. Vor allem ware es wichtig. 
den Farbstoff zur Kristallisation zu bringen: allerdings erscheint eine 
Méglichkeit hierzu bei dem hochmolekularen, den Proteinen noch nahe- 
stehenden Charakter vorliufig als recht unwahrscheinlich. 

Fiir unsere eigenen spateren Arbeiten, die wir uns noch einige Zeit 
vorbehalten, geben wir nun noch eine Methode an, die es gestattet, 
unter gr6Bter Schonung und mit der Aussicht auf Erfolg gréBere Mengen 
von genuinem Lactochrom zu gewinnen. Voraussetzung hierfiir ist 
natiirlich die Verarbeitungsméglichkeit von groben Mengen frischer 
Milch. 

Diese wird in iiblicher Weise durch Labung verkast, das Labserum 
im Hochvakuum auf ein Drittel des Ausgangsvolumens (10° Bé) ein- 
gedampft und die konzentrierte Molke einer gut und schnell wirkenden 
Dialyse unterworfen. Hierfiir eignet sich am besten der sogenannte 
Schnelldialysator nach Schieber, der in einer ungleich kiirzeren Zeit 
arbeitet, wie die sonst gebrauchlichen Dialysierapparate. 

Um die ausgezeichnete Wirkungsweise des Schnelldialysators zu 
zeigen, schildern wir den Verlauf einer Dialyse : 
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750 cem konzentrierten Milchserums wurden in den Pergament- 
beutel gebracht und gegen 2!', Liter Wasser dialysiert. Serum und 
Wasser hatten eine Temperatur von etwa 25°. Nach dem gegen 10 Uhr 
morgens erfolgten Ansatz der Dialyse wurde die Apparatur 9 Stunden, 
also bis 7 Uhr abends, in Betrieb gehalten und alsdann so iiber Nacht 
stehengelassen. Das erhaltene Dialysat hatte eine intensiv gelbgriine 
Farbe und eine Salzkonzentration von 2,5° Bé, also Molkenkonzen- 
tration. Die durch aufgenommenes Wasser etwa 1,1 Liter betragende 
Molkenfliissigkeit war fast farblos geworden. Dieses auberordent- 
lich giinstige Ergebnis bestatigte sich bei mehrfach wiederholten Ver- 
suchen. 

Wir gingen bei unseren Isolierungsarbeiten weit iiber das Mab 
des Schnelldialysators hinaus. Durch das freundliche Entgegenkommen 
der Leitung der GroBmolkerei, in deren Raiumen die, Arbeiten vor- 
genommen wurden sie kénnen nur dort aus Rohstoffgriinden durch- 
gefiihrt werden —, wurden wir in die Lage versetzt, eine Batterie von 
groBen Schnelldialysatoren zu benutzen, mit der jeweils auf einen 
Schlag und in ganz gleichmabiger Weise 120 Liter Milch bzw. das 
daraus hergestellte Serum in Angriff genommen werden konnten. 
Die Abb. 2 gibt tiber diesen Apparat AufschluB; er ist nach den Grund- 
siitzen des Laboratoriums-Schnelldialysators nach Schieber aufgebaut, 
weshalb seine Anwendung den Schutzrechten unterliegt, die auf diesem 
Gerate ruhen. 





























Abb. 2. Riihrdialysator fur Grofinutzung (Mafstab | : 20). 


Anstatt des Glasgestelles, iiber das die Dialysiermembran beim 
kleinen Apparat gespannt wird, wurde fiir die groBe Apparatur ein 
Drahtgeriist verwendet. Nach dem Uberspannen des als Membran 
verwendeten Dialysierpapiers tiber dieses Drahtgeriist entsteht beim 
Einfillen von Fliissigkeit ein kugeliger Pergamentbeutel, der etwa 
6 Liter faBt. Er laBt sich trotz seiner GréBe gefahrlos in Drehung 
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versetzen, nachdem durch viele Versuche eine zweckmiBige Aus- 
gestaltung des Drahtgeriistes gefunden war. Zur Aufnahme des als 
AuBenfliissigkeit dienenden Wassers sind GefiBe von einem Fassungs- 
vermégen von etwa 20 Litern nétig; zur Erzielung einer guten Ausbeute 
ist unbedingt das richtige Verhaltnis zwischen zu dialysierender Fliissig- 
keit und AuBenwasser innezuhalten. 

Mit Hilfe dieser GroBapparatur liBt sich ziemlich bequem und, 
was die Hauptsache ist, sehr schonend und schnell aus groben Mengen 
Milch der wasserlésliche Farbstoff extrahieren. Fiir die weitere Ver- 
arbeitung des Dialysats stehen verschiedene Wege offen. Man kann 
im Vakuum konzentrieren und die Konzentrate mit dem Gemisch 
von Chloroform und Alkohol extrahieren und diese Extrakte wieder 
vorsichtig eindampfen, um sie mit Benzol zur Entfernung vondarin 
léslichen Substanzen (z. B. Cholesterin) zu behandeln. Das konzen- 
trierte wiisserige Dialysat wird vor der Extraktion mit Chloroform 
und Alkohol sorgfiltig mit festem Ammonsulfat ausgesalzen. 

Durch die geschilderte Behandiung erhielt man ein Rohprodukt. 
das noch einer weiteren Aufarbeitung bedarf. Man kann fiir diese Auf- 
arbeitung die Fallbarkeit des Farbstoffs durch Bleiacetat benutzen 
oder man folgt noch besser einem Vorschlag von Herrn Prof. Dr. 
H. Fischer, Miinchen, dem wir fiir seine ausgezeichnete Beratung 
bestens danken, den Farbstoff durch Adsorption auf Kolloiden nieder- 
zuschlagen. Benutzt man den dritten Weg, so wird der durch Bleiessig 
bei Gegenwart eines groBen Uberschusses von Ammoniak annihernd 
quantitativ fallbare Farbstoff in die Bleiverbindung tibergefiihrt: aus 
dieser Verbindung wird der Farbstoff durch Schwefelsiure wieder frei 
gemacht, worauf die Schwefelsiurelésung mit Baryt in tiblicher Weise 
behandelt wird. Man erhilt so sehr reine Farbstofflésungen 
(H. Fischer). 

Fiir die Adsorption auf Kolloiden eignet sich sehr gut kolloides 
Aluminiumhydroxyd, wie es von R. Willstdtter und H. Kraut bei ihren 
bekannten Fermentarbeiten zur Isolierung von Fermenten benutzt 
wurde. Der Zustand des zu verwendenden Aluminiumhydroxydgels 
ist wesentlich; es gibt bekanntlich je nach den Fallungsbedingungen 
verschieden dichte Gele [beziiglich der Einzelheiten iiber die Bereitung 
wird auf die Originalliteratur hingewiesen')}]. Recht brauchbar und 
praktisch, weil es die etwas umstandliche und sorgfaltig durchzufiihrende 
Bersitung des Gels unnétig macht, ist auch in unserem Falle das so- 
genannte Aluminium oxydatum hydricum Merck in Teigform, das ohne 
Miihe beschaffbar ist, so daB auch mit gréBeren Mengen hantiert werden 


1) R. Willstdtter und H. Kraut, Ber. 56, 149, 1923. 
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kann. Am giinstigsten liegen die Adsorptionsverhaltnisse bei dem nach 
R. Willstdtter und H. Kraut hergestellten Aluminiumhydroxydgel B, 
das bei einer einmaligen Ausschiittelung aus wisserigen Lésungen von 
Lactochrom jeweils wenigstens zwei Drittel der vorhandenen Farb- 
stoffmenge an sich nimmt; kolorimetrische Messungen ermdglichen 
eine einfache Kontrolle. Aus der Adsorptionsverbindung laBt sich 
dann der Farbsotff durch Alkohol oder Ammoniak oder ein Gemisch 
von beiden ausziehen. Der Vorgang laBt sich natiirlich zur Erhéhung 
des Reinigungseffektes wiederholen. Vermutlich laBt sich der Dialyse- 
und der Adsorptionsvorgang vereinigen, indem man das Prinzip der 
Elektrodialyse anwendet; doch haben wir dariiber vorlaufig noch keine 
Erfahrungen. 

Wie schon gesagt, behalten wir uns die Schlubbearbeitung der 
Lactochromfrage noch vor, nachdem uns nun der Weg bekannt ist, 
auf dem sich auf die eine oder andere Weise aus groben Mengen Milch 
ausreichende Mengen von reinem Farbstoff gewinnen lassen. Es wird 
vielleicht dann doch noch méglich sein, die prozentuale Elementar- 
zusammensetzung des Lactochroms zu ermitteln; Hoffnungen, den 
Farbstoff zur Kristallisation zu bringen, diirfen wir allerdings nicht 
haben. 

Wir werden dann auch noch versuchen, durch Hydrolyse und 
Formoltitration tiber die Bausteine des polypeptidartigen Lactochroms 
Aufklarung zu erhalten. 


Rinige bisher wenig oder nicht bearbeitete Mineralstoffe der Milch 
(Salzbestandteile). 

Unter dem Gesichtspunkte, die Milch als ein Objekt biochemischer 
Forschung aufzufassen und zu bearbeiten, kommen auch einige, allem 
Anschein nach normale Bestandteile der Milch zur Geltung, die bisher 
wenig oder keine Beachtung gefunden haben. Sie gehéren zu der Gruppe 
der Mineral- oder salzigen Bestandteile der Milch; sie kénnen will- 
kommene Hinweise auf die Biogenese der Milch liefern, da sie in Be- 
ziehung zu den Mineral- und salzigen Bestandteilen des Blutes, anderer 
Korperfliissigkeiten und von Exkreten und Sekreten zu bringen sind. 

Wir bearbeiteten das normale Vorkommen in der Milch an Alu- 
minium, Mangan, Silicium und Jod sowie von Rhodaniden. Es wiirde 
hier zu weit fiihren, tiber die Einzelheiten der Untersuchungen zu be- 
richten; wir wollen nur sagen, daB Aluminium- und Mangansalze 
standig in jeder Milch vorkommen, erstere in sehr geringer Menge, 
letztere in recht betrichtlicher und bemerkenswerter Menge, dab 
Silicate ebenfalls stiindig in der Milch zu beobachten sind, daB ferner 
Jod in Form von Jodiden auch ein konstanter, in seinen Mengen jedoch 
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sehr schwankender Bestandteil ist und dab schlieBlich auch Rhodanide 
als konstanter Inhaltsstoff in der Milch anzutreffen sind. Wir werden 
an anderer Stelle iiber die Einzelheiten der Arbeiten berichten, wobei 
auch auf das Vorhandensein der genannten Stoffe in anderen Kérper- 
fliissigkeiten cinzugehen ist. 

Hier in dieser Arbeit, in der von den stickstoffhaltigen Bestand- 
teilen der Milch die Rede ist, interessiert vor allem das Rhodan- 
vorkommen. 

Die Rhodanwasserstoffsaure wurde zuerst in geringer Menge im 
Harn der Menschen, von Pferden, Rindern, Hunden, Katzen und 
Kaninchen, spater im Parotis- und Submaxillarisspeichel der Menschen 
und mancher Tiere und auch im Magensaft der Hunde und Katzen 
aufgefunden. Die Mengen sind jeweils klein bis sehr klein. Beispiels- 
weise werden mit dem Harn des Menschen innerhalb von 24 Stunden 
durchschnittlich 30 bis 50 mg Rhodankali ausgeschieden. 

Zahlenangaben aus friiherer Zeit bediirfen einer Nachpriifung. da 
die Bestimmungsmethodik sehr fehlerhaft war. Sie wurde durch die 
erheblich verbesserte Methode von J. Munk!) gesichert. Nach diesem 
Verfahren erhalt man auch héhere Werte, beispielsweise im Menschen- 
harn pro Tag den Wert von durchschnittlich 100 bis 120mg. Fiir 
qualitativen und in geeigneten Fillen auch quantitativen Nachweis 
ist die schéne kolorimetrische Methode nach Authenrieth und A. Funk?) 
sehr praktisch. Man verwendet hierbei das bekannte W. Authenrieth- 
Kénigsbergersche Kolorimeter mit einem geeichten Rhodankeil. Man 
kann noch 0,1 mg Rhodankalium nach Uberfiihrung in Ferrirhodanid 
in l0cem Fliissigkeit erkennen. Charakteristisch ist auch der quali- 
tative Nachweis fiir Rhodanide nach G. Spacu*). Das Wesen dieses 
Nachweises liegt in der Entstehung einer hellgriinen Fallung. wenn 
die Lésung, die ein Rhodanid enthalt, mit einigen Tropfen Pyridin 
und einigen Tropfen einer neutralen Lésung eines Kupfersalzes versetzt 
wird. Es bildet sich eine in Wasser sehr schwer lésliche komplexe 
Kupfer-Pyridin-Rhodanverbindung. Der Nachweis kann noch empfind- 
licher gemacht werden, wenn man vor der Bildung des Niederschlages 
einige Tropfen Chloroform hinzugibt, in dem die genannte komplexe. 
in Wasser, wie gesagt, schwer lésliche Verbindung mit smaragdgriiner 





Farbe sich lést. 

Fiir den quantitativen Nachweis ist man auf die Methode von 
J. Munk (l.c¢.) angewiesen (fiir den Fall, daB die kolorimetrische 
Methode von W. Authenrieth nicht angangig ist), die darin besteht. 


1) J. Munk, Deutsch. med. Wochenschr. 1876, S. 146. 
*) W. Authenrieth und A. Funk, Zeitschr. f. analyt. Chem. 52, 137 — 167. 
8) G@. Spacu, Buletinul Societatii de Stiinte din Cluj 1, 284 — 291, 1923. 
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dab die auf Rhodan zu priifende Fliissigkeit mit Salpetersiure an- 
gesauert wird, worauf man mit Silbernitrat die Chloride und Rhodanide 
failt. Der Silberniederschlag wird nach dem Auswaschen und 'Trocknen 
mit Salpeter und Soda gegliiht und schlieBlich die aus dem Schwefel 
der Rhodanwasserstoffsiure gebildete Schwefelsiure in bekannter 
Weise bestimmt (1 Teil BaSO, 0,253 Rhodanwasserstoffsiure). 

Veranlassung zu unseren Arbeiten iiber das Vorkommen von 
Rhodaniden in der Milch boten verschiedene Umstande: 

a) eine alte Angabe von .Wusso, nach der in der Milch 2 bis 5 mg 

Rhodannatrium in je | Liter vorhanden sein sollen'); 

b) Beitrag allenfalls vorhandener Rhodanide zum Reststickstoff 
der Milch; 
besondere. auch anderweitig festgestellte Beobachtungen, dab 
die Rhodanide in ganz besonderer Weise dispergierend, pepti- 
sierend auf lyophobe EiweiBstoffe und Eiweibabkémmlinge ein- 
wirken (Beziehungen zum Ejiweibstoffwechsel). 


Genuine Milech und Milchserum (Lab- und Sauerserum, Molke) 
ergaben keine positiven Rhodanreaktionen. Die Menge an Rhodanid 
war entweder zu geringfiigig oder Begleitstuffe stérten ; wahrscheinlich 
schien beides zu sein. Enteiweibungsmethoden mit Phosphorwolfram- 
saure, Uranylacetat, anderen Schwermetallsalzen, mit Trichloressig- 
saure, mit Metaphosphorsiure wollten wir nicht anwenden, da der 
Uberschu8 der Fallungsmittel die sehr empfindliche Rhodanidreaktion 
gestért hatte. Wir stellten deshalb wieder aus frischer Durchschnitts- 
milch, wie bei den Reststickstoffbestimmungen, ein Essigsaureserum 
her, das in beliebiger Menge zu haben war, und dampften dieses Serum 
auf dem Wasserbade ein, so daB schlieBlich ein eingedicktes Serum 
vorlag. Mit diesem so vorbereiteten Serum erhielten wir nach Authensieth 
eine Rotfarbung, die auch durch einen positiven Ausfall der Spacuschen 
Probe einen Beleg fand. 


Fiir die quantitative Bestimmung muBten wir uns der Authen- 
riethschen Methode, trotz der Ersechwerung durch die vermutliche 
Gegenwart von Spuren an Essigsiure, bedienen. Die Munksche 
gewichtsanalytische Methode war fiir unsere Zwecke nicht anwendbar, 
da in der zur Priifung vorliegenden Fliissigkeit auch noch Albumosen. 
Peptone und vielleicht unter den freien Aminosauren auch Cystin vor- 
handen war. Durch den Schwefelgehalt dieser Stoffe wurde die An- 
wendbarkeit der, wie gesonderte Versuche ergaben, an sich zuver- 
lassigen Methode verhindert. 


1) Musso, Malys Jahresber. d. Tierchem. 1887, 5S. 168. 
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In bekannter Weise stellten wir uns sodann einen geeichten Rhodan- 
keil fiir das Authenriethsche Kolorimeter her und verglichen damit 
das rhodanidhaltige, konzentrierte Milchserum, indem 10 cem dieses 
Serums (zehnfache Konzentration gegeniiber Ausgangsmilch) mit 
0,5 cem n/10 HCl und der vorgeschriebenen Ferrichloridlésung versetzt 
wurden. Durch die Zugabe der Salzsiure wird die Bildung einer Rot- 
farbung durch Essigsiure und durch den Serumfarbstoff verhindert. 

In fiinf verschiedenen Milchproben erhielten wir so Werte von 
% bis 13 mg Rhodanwasserstoffsaiure in 1 Liter frischer Milch (Kuhmilch) 
Bei einem Schitzungswert von 10 mg/1 Liter wiirde dies einen Zuwachs 
zu dem bekannten Anteil des Reststickstoffs der Milch in der Héhe von 
0,25 mg Stickstoff in 100 cem (= 0,2 mg/Proz.) bedeuten, ein Wert. 
der nicht ins Gewicht fallt. 


Zusammenfassung. 


1. Der durch Hitze nicht koagulierbare Anteil an Stickstoff- 
bestandteilen der Milch (Kuhmilch) ist erheblich. 

2. Durch geeignete Methoden 1aBt sich der Anteil von typischen 
Reststickstoffkérpern an den nicht hitzekoagulierbaren Stickstoff- 
bestandteilen mit befriedigender Genauigkeit bestimmen. Die Milch 
enthalt als normale, konstante Bestandteile: Purinbasen, Harnsiure, 
Harnstoff, Ammoniak, freie Aminosiuren, Kreatin und Kreatinin. 
Albumosen und Peptone sind ebenfalls aller Wahrscheinlichkeit nach 
normale, priaformierte Bestandteile der Milch. Eine Notwendigkeit, 
besondere Benennungen fiir den Albumosen- bzw. Peptonanteil 
(Caseosen usw. des friiheren Schrifttums) zu fiihren, besteht nicht, 
vielmehr kann die Einteilung der N-Bestandteile der Milch sehr einfach 
und iibersichtlich gestaltet werden. 

“Durch vollstindig durchgefiihrte Aufteilung des Stickstoffs der 
Milch konnte ein klares Bild iiber die Stickstoffbestandteile der Milch 
gegeben werden. 

3. Friihere Bearbeitungen des sogenannten ,,Lactochroms‘, des 
von dem lipoidléslichen Milchfettfarbstoff wohl unterscheidbaren, 
wasserléslichen Milchfarbstoffs, konnten nicht bestatigt werden (Arbeiten 
von Blyth und Desmouliére und Gautrelet). 

Es werden Methoden angegeben, mit deren Hilfe es gelingt, das 
genuine Lactochrom, frei von Laboratoriumsprodukten, aus der Milch 
zu gewinnen und zu reinigen. Der so hergestellte wasserlésliche, gelb- 
griine Farbstoff der Milch ist aller Wahrscheinlichkeit nach ein Phenyl- 
alaninabkémmling, der in enger Beziehung zum Urochromogen und 
Urochrom steht, in systematischer Hinsicht zu der Alloxyproteinsaure- 
fraktion gerechnet werden kann, jedoch vorliufig noch von dem 
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typischen Urochromogen bzw. Urechrom unterschieden werden mui 
Mit Urobilin hat das Lactochrom nichts zu tun; es ist ein normale: 
und konstanter Bestandteil und in seinem Mengenverhialtnis zur Milch 
keinen groBen Schwankungen unterworfen. Das Lactochrom steht 
mit dem Eiweibstoffwechsel in enger Beziehung und gehért analytisch 
zu der Gruppe der ,,Peptone’. 

4. Infolge Ausarbeitung von wirksamen Isolierungsmethoden fii 
Lactochrom kann eine weitere Untersuchung mit guter Aussicht in 


Angriff genommen werden. 

5. Rhodanide gehéren ebenfalls zu den normalen und konstanten 
Stickstoffbestandteilen der Milch; die Menge ist jedoch eine sehr kleine 
und fallt nur unwesentlich bei der Aufteilung des Stickstoffs der Milch 
ins Gewicht. 








Uber den Nachweis von Chlorophyllabbauprodukten im Urin. 


Von 
Martha Hofstetter (Bern). 


(Aus dem medizinisch-chemischen und pharmakologischen Institut 
der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 6. Dezember 1924.) 


Schon vor langer Zeit ist gelegentlich nach dem Genub von rohem 
Fleisch, vor allem aber von griinen Gemiisen das Auftreten eines roten,. 
haiufig wird gesagt rot fluoreszierenden Kérpers im Urin beobachtet 
worden. Die meisten Autoren hielten diesen Korper fiir Hamato- 
porphyrin. Einen ahnlichen roten Stoff trifft man auch bei Vergiftungen 
mit Substanzen der Sulfonalgruppe, die bekanntlich eine ungiinstige 
Wirkung auf die Blutfarbstoffe ausiiben kénnen. SchlieBlich ist zu 
erwahnen, da® er bei lange dauernden Sonnenbestrahlungen ebenfalls 
gelegentlich im Urin nachweisbar ist. Uber die chemische Beschaffenheit 
dieses oder, besser gesagt, dieser .Farbstoffe orientieren am besten die 
Arbeiten von H. Fischer (s. das Literaturverzeichnis). Er schlagt vor. 
nicht mehr von Hamatoporphyrinurie, sondern von Porphyrinurie zu 
sprechen, da es sich offenbar um eine Anzahl miteinander chemisch 
und spektroskopisch verwandter Pyrrolfarbstoffe handelt. Ob die 
nach Chlorophylleinfuhr erscheinenden Farbstoffe mit den nach Sulfonal- 
vergiftung auftretenden identisch sind, steht dahin, darf aber wohl 
mit einiger Wahrscheinlichkeit verneint werden. 

Auf eine Anregung von Herrn Prof. Biirgi habe ich nun untersucht 
nach welchen Chlorophyllgaben solche Porphyrine im Urin erscheinen 
Ich habe auBerdem untersucht, ob Wie nach Sulfonal und Trional- 
darreichung oder nach Sonnenbestrahlung auftretenden Farbstoffe mit 
den anderen iibereinstimmen. 


Ich gebe zunichst eine Ubersicht iiber die Methoden, die zur 
Anwendung kamen. 
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Methoden zum Nachweis des Himatoporphyrins bzw. der Porphyrine 
im Urin. 

Ll. Nach Salkowski. Zu 30 bis 50cem Urin setzt man alkalische 
Chlorbariumlésung bis zur vélligen Fallung. Filtrieren. Das Filtrat 
wird ausgewaschen mit Aqua dest., hernach mit Alkohol absolut. 
Die Extraktion des Hamatoporphyrins geschieht mittels Behandlung 
des Filtrats mit salzsiiurehaltigem Alkohol, gleich einem erwirmten 
Gemisch von l0cem Alkohol und 6 bis 8 Teilen konzentrierter Salz- 
siure. Die abfiltrierende Lésung ist rotviolett und gibt spektro- 
skopisch die zwei Haimatoporphyrinstreifen. 

Ubersittigt man mit Ammoniak, wird die Fliissigkeit gelblich, 
und spektroskopisch erhalt man die bekannten Streifen. 

2. Verfahren Garrod. Urin, '/; Volumen einer 10 proz. Natroniauge. 
Filtration. Auswaschen des Niederschlages mit Aqua dest., hernach 
mit Alkohol. Zum ausgewaschenen Niederschlag eine Mischung von 
konzentrierter Salzsiure mit Alkohol. 

Einige Zeit stehenlassen ; dann Erwarmen des Gemisches im Wasser- 
hade. Spektroskopische Untersuchung. Statt konzentrierter Salzsiiure 
kann man auch nicht konzentrierte Schwefelsiure nehmen. 

Um mit dieser Methode einen Niederschlag zu erhalten, mu der 
Urin phosphathaltig sein. Bei nicht phosphathaltigem Urin erzielt 
man einen Niederschlag durch Zusatz von Bleiacetat oder Baryt- 
mischung. 

3. Reaktion. +), Volumen einer 10proz. Natronlauge zum Urin. 
Filtrieren. Den Niederschlag auswaschen, in Essigsiure lésen, filtrieren 
und das Filtrat mit Chloroform ausschiitteln. Rote Chloroformlésung 
wenn himatoporphyrinhaltig. Sind zu wenig Phosphate im Urin vor- 
handen, gibt man Calciumphosphat in essigsaurer Lésung zu. 

4. 100 cem Urin mit 5 ccm Eisessig angesiuert. Nach 48stiindigem 
Stehen scheidet sich das Himatoporphyrin als Niederschlag aus. 

5. Saurer Urin wird mit Bleiacetat gefallt, filtriert, der Nieder- 
schlag ausgewascher mit Aqua dest. und Alkohol. Darauf Salzsiure 
und Alkohol zugegeben. Wasserbad. Spektroskopischer Nachweis 
des Hamatoporphyrins. Zur besseren Konzentration des Farbstoffs 
Chloroformauszug der fertigen Reaktion. 

Bei meinen Versuchsreihen zum Nachweis des Hamatoporphyrins 
bzw. der Porphyrine benutzte ich alle die angegebenen Methoden. 
vorwiegend aber Reaktion 5. 

In erster Linie habe ich nun eine Anzahl Kaninchen mit Sulfonal 
hehandelt und ihnen dann auch etwas Chlorophyll in Form eines Roh- 
chlorophylls gegeben, dessen Gehalt an reinem Blattgriin 20 bis 30 Proz. 
hetrigt. 


Riochemische Zeitschrift Band 155 6 








S2 M. Hofstetter: 


1. Sulfonal-Versuchsrethe. 
Kaninchen 1900 g. 





Lae: 1 Gell 2.0 cs ss | SREB 
2. 11. : eect ese | OC Deo 
3. ILI. a eters 6 oe RES 

CHE | LLL ake ip Petrobe megan 
5. UL. Chlorophy TE eae 02 

7. U1. a ee 02 Salkoweki: negativ 
8.11. | ig act aan an 


8. III. || Kaninchen exitus . 

Nach Verabreichung von 2,0 g Sulfonal und 0,6 g Chlorophyll 0,15 2 
Reinchlorophyll, das der gewéhnlichen Nahrung zugesetzt wurde, blieben 
die Proben negativ. In der abfiltrierten Fliissigkeit war weder der rot 
oder rotviolett aufleuchtende Farbstoff noch ein charakteristisches Spektrum 
nachweisbar. 

In meinen folgenden Versuchsreihen habe ich das Aufleuchten des 
roten oder rotvioletten Farbstoffs mit fluoreszierend bezeichnet. 


2. Sulfonal-Versuchsrethe. 
Kaninchen 2100 g. 





23. IIL. Sulfonal . . . . . . . O75 PbsProbe negativ 
24. IIT. a ss ae sae | oe), ees 
28, ITIL. = aa a a ae 05 Salkoweki negativ 
29. IIT. e Coe Aes 05 Nachprobe negativ 
30, IIT. 3 ere Filtrat gelb 
31. TIT. » 905 u.Chloroph. 02 PbsProbe leichte Fluoreszenz 
1 IV. <« eth rs 0,2 Auszug mit Chloroform ? 
3. IV. “ 0,5 u. ” 0,2 | Braunrétliches Filtrat, Fluoreszenz 
4. 1V. 0,2 | angedeutet 
» TW ‘ —— oe 9 
iG. IV. Chlorophyllverfiitterung “ Auttreten einer deutlich nachweisbaren 
17, 1V. ~ 0,2 Fluoreszenz, sowohl nach Salkorwski 
Is. IV. | - 0,2 wie der Pb-Probe 
19.TV. | Chlorophyll. ..... 072 
»”) IV. } ws . ST adie 02 Nachprobe negativ 


Vom 21. bis 30. April wurde das Kaninchen taglich mit etwa 0,2 g 
Chlorophyll gefiittert. In der abfiltrierten Fliissigkeit trat nach und nach 
eine rétliche Fiirbung auf, in der Fluoreszenz vorhanden war. Kein 
Spektrum Salkowski und Vb-Probe. 





1.,2.,.3.V. Kein Urin 
y Chi a twa 0,2 
4. V. h orophy " ¥ otwa y. Filtrat rot, schwache Fluoreszens 
5. V. = a oe ~ we 
3 ¥, Kein Urin 
8.V. Chlorophyll. . . etwa 0,2 Filtrat braunlichrot, ziemlich starke 
VV. Oe 7% 0,2 Fluoreszenz 
WV. 9 i. ee . 0,2 | N di FI . z. PbsProbe 
12. Vv. < e 0.2 bt ur angedeutete Fluoreszenz. Pb+l’ro 
14.V. * » of nN 5 
15. V. a : —» A ae 
isn. Vv 0.2 Starke rote Fluoreszenz, Filtrat rétlich- 


25 etd a braun. Pb-Probe 
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19.-22.V. Kein Urin 


23. V. Chlorophyll i a etwa 0.2 | Filtrat rot. starke rotviolette Fluores- 
24. V. is oe , O2 | zenz, Pb-Probe 

25. V. i oe . O02 

26.V 02? | Filtrat weinrot, starke rotviolette Flu- 
a on sad site: Soe ” v4 oreszenz, Ph-Probe 

27. V. : aeume , o2 | 

28. V. . oe 

29 V- . aa " o2 | Dasselbe Ergebnis, P’b-Probe 

. y ° 

30. V. “ * 28 * - 0,2 | Salkowski, schwache Fluoreszenz auch 
31. V. ‘ se 4 , ea nach Wasserbad schwache Fluores- 
1. VI. i ace , O2 | zen 


Nach Verfiitterung von 2,5 g Sulfonal konnte im Urin weder Fluocreszenz 
noch Hiimatoporphyrinspektrum nachgewiesen werden. Die Proben fielen 
ganz negativ aus. Das Filtrat war gelb. Nach weiterem Verfiittern von 
15g Sulfonal und 0,8 g Chlorophyll trat schwache Fluoreszenz auf. 

Mit fortschreitender Chliorophyliverfiitterung und = Sistierung des 
Sulfonals wurde der Farbstoff immer deutlicher und starker rotviolett. 
Hand in Hand anderte sich auch die Farbe der Proben, indem sie sich 
von gelb zu braunlichrot bis schlieBlich weinrot umwandelte. Ein Por 
phyrinspektrum konnte nicht nachgewiesen werden. 


3. Sulfonal-Versuchsreihe. 
Kaninchen 2700 g. 





2.VI. Sulfonal . . . . . 2. . | 0,75 © PheProbe und Sa/kowski negativ 

4.VI1. ‘i ~ 2 ee oe © « | OF || Piltrat gelb 

5. VI. -f deere: eg 

6. VL. n ies FE Se 0,75 | PhsProbe negativ, Filtrat gelb. Kaninchen 
7.ViL ‘ convenes | Oe ae 

8. VI. . yr ee ar Te ee & 10 | 

9. VI. e se 8 ee 1,0 Pb-Probe neyativ. Filtrat gelb 

10, VI. . ort i ee ne 

1. V1. +: ee ee 0,75 | Pb.-Pobe negativ, Filtrat yelblich mit 
12. V1. _ ae a eee —= | schwachrotlichem Ton 

13, VI. 5 ary 2y Se 0,75 | PosProbe, leichte Fluoreszenz. Kaninchen 
14. VI. = ‘So a ee 0,75 || 220% 

15. VI. m a a a a ee 075 

16. VI _ | Pb-Probe, Fluoreszenz schwach, doch 
iT, VI ” . ee Le | etwas starker als vorige l’robe 

Fe fs a oe ears os — 

Is. VI. re a ee ee 10 | Ph-Probe 

19. VI. 23 a ale ated 1.0 | Anflug von Spektrum 
21. VI. > * - % actee™ 0 ' 
1. Vi ad I, Fluoreszenz schwach, Filtrat braunlichrot 
2. VI 1,0 
~<. -_ ” * & e €. ae ; Pb-Probe. Kein Syektrum 
23. VI. “ Secs eis | ae 
24. VI. om od eet ae es O75 
ae peas 
— VI. ” Pett ihe on 8 | Pb-Probe, Filtrat braungelb, 
26. VI. m oe ee Fluoreszenz schwach, kein Spektrum 
27. VI. " i Paves ee a 
28. VI. B oe, a et an er 
29 VI pi | recone, Thee ~ a Fluoreszenz 

oy ” ee om schwac rin Spektrum 
30, VI. Se ae al Ae a 


“* 








s4 M. Hofstetter: 


Da in dem Urin dieses mit 17,5 g Sulfonal behandelten Kaninchens 
nie ein Hamatoporphyrinspektrum auftrat, setzte ich zu 100 ccm Urin 
5cem Haimatoporphyrin und fand dabei mit nachfolgenden Verdiinnungen 
immer ein deutlich positives Hiimatoporphyrinspektrum. 


Von den 100 cem Urin und 5cem Hamatoporphyrin nalim ich: 





5: 55 Aqua Spektrum positiv 


5: 100 a . ” 

9: 150 Pa re » 

QD . 200 i ° - 

5 : 250 - - 

7 : 300 x ee = 

5-400 

5: 500 

3; 600 és . - 

5-700 ‘ ve f Nach sSalkowski, Garrod: mit Pb«Probe und mit 


der Fisessigprobe 


Den bis jetzt mit Sulfonal gefiitterten Kaninchen gab ich nun die 
igenden Wochen Chlorophyll. 


—, 





y 


3. VII. Chlorophyll. . . etwa 0.2 
t VIL. “ a ee | Filtrat dunkelgelb, Fluoreszenz schwach 
5. VIL. bs oa . | Pb-Probe 
6. VIL. ‘ oe 
‘. V II. ” a ” 02 | Filtrat rotlich, Fluoreszenz schwach réthich 
9. VIT. ” se Bi » Of Spektrum. Keine PbsProbe 
10. VIL. . iM - o2 | 
11, VIL. . is , 02 
12. VIL. . oe « — a | Filtrat: der rotliche Ton verstarkt, ebeas 
13. VIL. * + ee _ ef | die Fluoreszenz. PbsProbe 
14. VIL. < ey. . of 
16, VIT. 3 casa . 3 
17. VII. e a ae . an Filtrat rot, Fluoreszenz stark rot. PbsProbe 
18, VIT. a ae , | Kaninchen 2800 g 
19. VIL. » es , O22 
» 7 
= oar ° Pe ” o4 | Filtrat dunkelrot, Fluoreszenz rotviolett 
- are ” aE tes ” ’ Pb-Probe, kein Spektrum 
23. VIL. ; + , @4 i 
» 7 ) 
24. Vil. , Pe » oA Filtrat rotschwarz, Fluoreszenz rotviolett 
25. VIL. gs idee . O4 Pb-Probe 
26. VIL. : ee: , Of | 
27. VIL. " are . O4  ) Filtrat rotschwarz, starke rotviolette 
28. VII. ey car ts . OA | Fluoreszenz 


Nach Verfiitterung von 7,5g Sulfonal zeigte sich im Filtrat leichte 
Fluoreszenz; nach weiterem Sulfonalgebrauch, im ganzen wurden 17,5 g 
verfiittert, trat einmal ein Anflug von Spektrum auf, jedoch nie die charak- 
teristischen Spektralstreifen. Schon bei 3,2 g Chlorophyll, tagliche Dosis 
etwa 0,2 g, wurde der rot aufleuchtende Farbstoff deutlich nachweisbar, 
und das Filtrat ging von der dunkelgelben zur roten Farbe iiber, die nach 
weiterer Chlorophyllverfiitterung von 3,6 g dunkel rotschwarz wurde und 
starkes violettrotes Aufleuchten zeigte. Ein Spektrum war nie nachweisbar. 
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4. Versuchsreihe 


T) ional, 


Kaninchen 2900 g. 





10, 
I. 
3. TX. 
13. 
14. 


15. 


12 


18. 
19, 
20. 


oo» 


223 


24. 


On 


~~. 


26, 
27. 


bs I 


. Vil. 
. VOL. 


. VIII. 
VIL. 
VILL. 
VIII. 
VIII. 
VIII. 
9. VIII. 
. VILL. 
2. VIII. 
. VIII. 
. VIII. 
. VIL. 
. VIL. 
. VOL. 


. Vee 
. VITL. 
. VILL. 
2. VIII. 
.VIll. 
24. VILL. 
. VITL. 
. VIL. 
28. VIII. 
. VIII. 
. VOI. 
. VII. 


. IX. 
IX. 
. IX. 
IX. 


i. TX. 
7. TX. 


IX. 
TX. 
IX. 
IX. 


IX. 
IX. 
IX. 
TX, 
IX. 
IX. 
IX. 
. IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
TX, 


Trional... 


Chlorophyll . 


ho 


’ 


0,4 
04 


Probe mit Eisessig negativ 


Ph-Probe negativ. Keine Fluoreszenz 


| 
| 


Filtrat rot, Fluoreszenz stark. P’h«Probe 
| Kaninchen 2700 g 


| Filtrat weinrot,Fluoreszenz stark, "bsProbe 
| Kaninchen 2650 g 


Filtrat rotbraun, Fluoreszenz mit rot 
violettem Ton. PbsProbe 


| Filtrat rotbraun Fluoreszenz rotviolett 
| Anflug von Spektrum. PbhsProbe 


Filtrat dunkler rot, als bis jetzt mit Triona! 
| Anflug von Spektrum. Ph+Probe 


= ganz dunkelrot, Fluoreszenz rot» 
| violett. Ph-Probe 


Dasselbe Resultat 


| Filtrat weinrot, Floureszenz rotviolett. 
{| Pb-Probe 


Filtrat weinrot, Fluoreszenz rotviolett 


Pb-Probe. Kaninchen 2500 y 


| Filtrat weinrot, Fluoreszenz rotvivlett 


| Pbh-Probe 
PbsProbe. Filtrat weinrot, Fluoreszenz 


| rotviolett 


= dunkelrot, starke Fluoreszenz, 
| kein Spektrum. Kaninchen 2000 ¢ 


Filtrat rot, etwas heller als bei den vorigen 
| Proben. Fluoreszenz rotviolett. "b+Probe 


| Filtrat wieder dunkelrot, Fluoreszenz rot- 
| violett, kein Spektrum 


| Filtrat dunkelrot, Fluoreszenz rotviolett. 
| Ph-Probe. Kaninchen 268) » 
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Trional - Versuchsreihe. 

Die zwei ersten Proben fielen negativ aus, dann trat starke Fluoreszenz 
und weinrote Farbe des Filtrats auf. Eimmal! Anflug von Spektrum. Nach 
Chlorophyll trat deutlich ein intensiveres Rot des Filtrats auf und die 
Fluoreszenz war noch stirker, mit ausgesprochenem, rotviolettem Ton. 
Auch hier einmal Anflug von Spektrum ? Die Farbe des Filtrats schwankte 
in der letzten Zeit etwas, immer aber war der rote Ton vorhanden. 

GréBere Mengen Sulfonal oder Trional als die von mir bei diesen Ver- 
suchen verwendeten werden von den Tieren niemals vertragen. Sie gingen 
nach kurzer Zeit ein. 

Versuchsreihe mit Chlorophyll. 
Kaninchen 2500 g. 





26. VI _ — iil pup ; 
27 VI " a Ph-Probe. Filtrat gelb, keine Fluoreszenz 
28.V - _ 
a a = = Dasselbe Kesultat 
30. VI. Chiorophy eee O4 

1. VOL. = or a O4 | Filtrat weinrot, Fluoreszenz stark. Pb 
2. VIL. ‘ ise Pee | Probe 

3. V—1. a en wee OD 

4. Vil. ” Ale Nit a ne 0.9 | Filtrat weinrot Fluoreszenz rotviolett, 
5. VIL. a ae te Ge OD kein Spektrum. Pb-Probe. Kaninchen 
6. V0, : cece es (OS we 


Die zwei ersten Proben waren negativ, weder Fluoreszenz noch 
Spektrum vorhanden, Filtrat gelb. Schon 2 Tage nach Chlorophylifiitterung 
trat rotviolette Fluoreszenz auf und damit zugleich die weinrote Farbe 
des Filtrats. Kein Spektrum. 


Versuchsreihe mit reiner Grasfiitterung. 
Kaninchen 2650 g. 





10, VIL. — - 2 

1. VIL -- -— Filtrat rot, Fluoreszenz deutlich. Ph-Probe 

12. VIT. — —- 

13. VII. Chlorophyll. ..... Of 

14. VIL. ” oe we es O4 | — rot, Fluoreszenz rotviolett. Pb» 

15, VEL ‘ ee 

18. VIL. = Cece rT 4a... 

19. VII. am ‘ae ae ae O5 Filtrat dunkelrot, starke rotviolette 

20. VIET. ; eee es | 2 oo eo Stee 

21. VIL. ° i664 ate ~ 

22. VIT. . ee ee | 

23. VII. 04 Filtrat dunkelrot, Fluoreszenz rotviolett 
-v 2 ‘os ee ee + ey vers , : 

24 VIL. z SS O4 | kein Spektrum. Ph-Probe 

26. VU, * rare a" O53 | Filtrat dunkelrot, starke  rotviolette 

27. VIL = ee ee ae O5 | Flucreszenz 

28. Vil. ” «28m O4 | Feitrat dunkelrot, Fluoreszenz rotviolett 

20. VIT. . +a <« hs.) 


~ % 
Bei diesem Kaninchen, das den ganzen Sommer ausschlieBlich Gras 
fiitterung hatte, ergab schon die erste Probe Fluoreszenz und rotes Filtrat 
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Nach Chlorophyliverfiitterung trat deutlich verstirkte, rotviolette Flu- 
oreszenz auf. Die Farbe des Filtrats war dunkelrot, réter als bei Gras- 
fiittermmg. Einmal Anflug von Spektrum. 


Chlorosanversuche an Menschen. 


28. Mai. Urinuntersuchung von bis jetzt nicht mit Chlorosan  be- 
handelten Menschen. 

Erste Probe nach Salkowski und Pb-Probe fielen negativ aus. Das 
Filtrat war von heller rosa Farbe mit leicht: violettem Ton. Weder Flu- 
oreszenz noch Spektrum nachweisbar. 

Seit dem 29. Mai regelmaiBiger Gebrauch von sechs bis acht Chlorosan- 
tabletten tiglich. 

lo. Juni. Pb-Probe: Filtrat rot, starke Fluoreszenz. Ausschiitteln 

mit Chloroform ergab rosa Fluoreszenz. 

2. Juni. Farbe weinrot, starke rotviolette Fluoreszenz. 

3. Juni. Pb-Probe.  Filtrat dunkelrot, rotviolette Fluoreszenz. An- 
flug von Spektrum. 

Is. Juni. Pb- Probe. Filtrat dunkelrot, rotviolette Fluoreszenz. 
Kein Spektrum. 

22. Juni. Pb-Probe. Filtrat dunkelrot, Fluoreszenz rotviolett. 

28. Juni. Pb-Probe. Filtrat dunkelrot, Fluoreszenz rotviolett. 

30. Juni. Pb-Probe.  Filtrat dunkelrot, Fluoreszenz rotviolett. 


Die ersten Proben ohne Chiorosan fielen negativ aus. Das Filtrat 
war von heller Amethystfarbe ohne jegliche Fluoreszenz. Nach Gebrauch 
von Chlorosan nahm das Filtrat allmahlich dunkelrote Farbe an; in dem 
MaBe verstarkte sich auch die Fluoreszenz. Rosa Fluoreszenz beim Aus- 
schiitteln mit Chloroform. Einmal Anflug von Spektrum, jedoch war 
die Identifizierung mit den Himatoporphyrinstreifen nicht méglich. Ein 
weiterer Versuch an einem anderen Patienten ergab das gleiche. Der Farb- 
stoff war vom dritten Versuchstage an nachweisbar. 


Versuche nach Sonnenbestrahlung. 


Auf Wunsch von Herrn Prof. Jadassohn, der mir mitteilte, dab auch 
nach Sonnenbestrahlung Himatoporphyrin (Porphyrine ?) im Urin auf- 
treten solle, habe ich an drei Schulkindern unter Kontrolle des Badelehrers 
einige Versuche gemacht. Dauer des taglichen Sonnenbades je | Stunde. 


1. Versuch. Bei einem Knaben, der vor den Versuchen ab und zu 
gesonnt hatte. 


21. Mai. Kaum nachweisbare Fluoreszenz (wenig Sonne). 

-: ae Fluoreszenz stark. Filtrat Amethystfarbe. 

Fluoreszenz schwach. Filtrat hellviolett (wenig Sonne). 
2. Juni. Fluoreszenz stark. Filtrat rotviolett. 

st Fluoreszenz stark. Filtrat weinrot. 

ies Fluoreszenz schwicher als am 5. Juni. Filtrat weinrot. 
ae Fluoreszenz wie am 9. Juni. Filtrat braunrétlich. 
a Fluoreszenz stark. Filtrat rot. 

es Fluoreszenz stark. Filtrat rot. 


2. Versuch. Normaler Urin ohne vorherige Sonnenbader. 

20. Mai. Drei Reaktionen nach Garrod, Salkowski und mit der Blei- 
zuckerfaillung ergaben blaBviolette Farbe des Filtrats, aber 
keine Fluoreszenz. 
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2. Juni. Erstes Sonnenbad: Filtrat rotviolett. Leichte Fluoreszenz 
kein Spektrum. 


G Zweites Sonnenbad: Filtrat weinrot. Fluoreszenz sehr stark. 
x. ws Drittes Sonnenbad: Filtrat weinrot. Fluoreszenz sehr stark. 
3. Versuch. Nie vorher Sonnenbad. 


6. Juli. Filtrat braunrot. Fluoreszenz schwach. 


= Filtrat hellrot. Fluoreszenz starker. 
i Filtrat rot. Fluoreszenz ziemlich stark. 
a. -u Filtrat dunkelrotschwarz. Fluoreszenz sehr stark. 


Nach den kurzen Versuchen scheint es, da®B der rot oder rotviolett 
aufleuchtende Farbstoff im normalen Urin hier und da, vielleicht wegen 
Kinnahme chlorophyllhaltiger Speisen, in Spuren vorkommt; daB er hin 
gegen mit systematischer Sonnenbestrahlung um so rascher und deutlicher 
nachweisbar ist, je intensiver die Bestrahlung ist. 

Aus diesen Versuchen, die nur als Einleitung zu weiteren For- 
schungen zu betrachten sind, ergibt sich in erster Linie, daB bei Dosen 
von 0,5 bis 0,75 g Sulfonal, die Kaninchen gegeben wurden, nur eine 
spirliche Menge des friiher erwihnten roten Farbstoffs im Urin auf- 
tritt. Eine sichere Identifizierung dieses Kérpers mit Hiimatoporphyrin 
war nicht mdglich. 

Ahnliches gilt vom Trional, das in Dosen von 0,5 bis 1,0 g taglich 
wochenlang verabreicht wurde. Doch war die Reaktion hier starker. 
Nach Chlorophylldarreichung trat der rote oder, sagen wir besser, ein 
roter Farbstoff ziemlich rasch im Urin auf. Einmalige Dosen von 
04g Rohchlorophyll geniigten, um ihn auftreten zu lassen. Die 
Reaktion war immer viel deutlicher als bei Verwendung von Sulfonal 
oder Trional. Ein sicherer Nachweis, daB es sich um Hamatoporphyrin 
handelt, gelang nie. Hier und da war ein Anflug des Spektrums zu 
bemerken, aber niemals so deutlich, da} wir eine Tauschung hatten 
ausschlieBen kénnen. Bei Verwendung von Urinen, denen Himato- 
porphyrin zugesetzt worden war, konnte das Spektrum dagegen stets 
klar erkannt werden, selbst bei weitgehender Verdiinnung. Der gleiche 
rote Farbstoff ist im Kaninchenharn immer vorhanden, wenn die Tiere 
Gras fressen, doch kann man die Reaktion durch Eingabe von extra- 
hiertem Chlorophyll so erheblich verstarken, dab man den Eindruck 
gewinnt, das aus den Cellulosewinden befreite Blattgriin werde ungleich 
besser resorbiert. 

In einer weiteren Versuchsreihe gab ich Patienten Chlorosan- 
pastillen. Der Farbstoff trat nach taglicher Einfuhr von sechs bis 
acht Tabletten deutlich nachweisbar im Urin auf. Auch hier war einmal 
ein Anflug von Spektrum vorhanden, jedoch zu unsicher, um bestimmte 
Schliisse ziehen zu kénnen. 

Aus diesen Untersuchungen lassen sich folgende Schliisse ziehen : 

Sowohl bei chronischen Sulfonal- und Trionalvergiftungen als 
auch bei Chlorophylleingabe per os treten beim Kaninchen Porphyrine 
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in kleiner Menge in den Urin. Ein deutlicher spektroskopischer Nach- 
weis konnte in keinem Falle geleistet werden, doch war das chemische 
Verhalten der gefundenen Farbstoffe charakteristisch. 

Bei Chlorophylleinfuhr per os (in Dosen von 0,2 bis 0,4 g Roh- 
chlorophyll mit einem Reinchlorophyllgehalt von etwa 0,01 bis 0,02 g 
gegeben) war die Porphyrinausscheidung betrachtlicher als bei Sulfonal- 
bzw. Trionalgabe. Wahrscheinlich werden bei Chlorophylieinnahme 
andere Porphyrine ausgeschieden als bei den genannten Vergiftungen. 
Dies geht unter anderem aus den abweichenden Farbennuancen hervor. 

Kaninchen scheiden den Farbstoff auch aus, wenn sie mit frischem 
griinen Gras gefiittert werden. Er ist dann regelmaiBig im Urin zu 
finden. Eine Beigabe von extrahiertem Chlorophyll zu der Nahrung 
in der oben genannten Menge geniigt aber, um die Reaktion ganz 
betriichtlich zu verstarken, woraus zu schlieBen ist, dab das aus den 
Cellulosewinden befreite Blattgriin viel besser resorbiert wird; denn 
eigentlich war die in solcher Form gegebene Chlorophyllmenge gegen- 
iiber der im Grasfutter enthaltenen minimal. 

Wenn ich einem Patienten Chlorophyll in Form des Chlorosan- Biirg: 
gab, so trat der Farbstoff nach Einnahme von sechs bis acht Pastillen 
pro Tag in den Urin iiber. Nimmt man den Gehalt einer Pastille an 
Reinchlorophyll zu 1 bis 2. mg an, so folgt daraus, daB der Farbstoff 
bei Einnahme von 6 bis 16mg pro die nach etwa 3 Tagen schon im 
Urin nachweisbar ist. 

Bei Sonnenbestrahlungen erscheinen ebenfalls regelmabig Por- 
phyrine im Urin. 
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Uber das Auftreten 
eines roten Farbstoffes nach Einnahme von reinem Chlorophyll. II. 


Von 


Antonio Potier Godinho (Lissabon). 
(Aus dem medizinisech-chemischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 6, Dezember 1924.) 


Seit langem ist bekannt, daB im menschlichen Urin von Zeit zu 
Zeit ein rétlicher Farbstoff auftritt, der von dem GenuB von rohem 
Fleisch oder von griinen Gemiisen herriihren soll. Nach der Auffassung 
verschiedener Autoren, von denen wir Hopkins (1) und Stokwis (2) 
hervorheben wollen, handelt es sich dabei um die Ausscheidung von 
Hamatoporphyrin, also um das eisenfreie Hamoglobinderivat, das auch 
bei verschiedenen Erkrankungen und bei Sulfonal-, Trional- und 
Tetronalvergiftungen im Urin zu finden ist. Demgegeniiber betonte 
aber schon Nencki anlaBlich des Referats iiber die Stokwissche Arbeit 
in den Jahresberichten fiir Tierchemie, dab Stokwis die Unterschiede 
zwischen Phylloporphyrin (von Marchlewski entdeckt) und Himato- 
porphyrin offenbar unbekannt seien. Wir werden tibrigens sehen, 
daB es weder Friiulein Hofstetter, die zuerst tiber diese Frage auf dem 
medizinisch-chemischen Institut Berns arbeitete, noch mir jemals ge- 
lungen ist, den erwiahnten roten und leicht fluoreszierenden Kérper 
als Hamatoporphyrin spektroskopisch oder chemisch zu identifizieren. 
Wahrscheinlich handelt es sich aber auch nicht um Phylloporphyrin. 
das dasselbe Spektrum hat wie das Hamatoporphyrin, sondern um 
ein nicht weiter zu charakterisierendes Porphyrin. 

Die chemischen Reaktionen sind iibrigens, wie Fischer mit Recht 
hervorhebt, sicherer als die spektroskopische. Biirgi konnte nun fest- 
stellen, daB der genannte rote Farbstoff regelmaBig im Urin erscheint. 
wenn man dem Organismus ein chlorophyllhaltiges Praparat  ein- 
verleibt. Auf seine Veranlassung hat dann Fraulein Hofstetter diese 
Eigentiimlichkeit genau untersucht. An einer Reihe von Patienten 
konstatierte sie. daB die Reaktion auf diesen Farbstoff beinahe immer 
positiv ausfallt, wenn man ihnen dreimal drei bis dreimal vier Chlorosan- 
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tabletten gibt. Sie suchte, wie erwahnt. den Farbstoff mit Hamato- 
porphyrin zu identifizieren, es gelang ihr aber niemals, die fiir das 
letztere charakteristischen spektralen Absorptionsstreifen zu finden. 
Suchte sie den Farbstoff zu konzentrieren, so verdunkelte sich das 
Gesichtsfeld, die Streifen traten indessen nicht auf. 

Allerdings verfiigte sie nicht tiber Spektralapparate von besonders 
feiner Konstruktion, doch schienen die angewendeten Instrumente 
zweckmabig genug, um die gestellte Frage zu beantworten. Ich suchte 
nun auf eine Anregung von Prof. Biirgi, die Ausscheidung des roten 
Farbstoffs weiter zu ergriinden. indem ich meinen Versuchspersonen, 
vornehmlich mir selber, an Stelle von Chlorosan, das neben Chlorophyll 
noch andere Substanzen enthalt, ein reines Chlorophyllprodukt einfiihrte. 

Das medizinisch-chemische Institut verfiigte iiber ein gréBeres 
Quantum von reinem Phdophytin, das als reines, aber magnesiumfreies 
Chlorophyll zu betrachten ist. 

Nach den bisher vorgenommenen Versuchen lie} sich namlich 
nicht mit Sicherheit sagen. daB der rot fluoreszierende Farbstoff wirklich 
von Chlorophyll herstammt, denn die Untersuchungen waren niemals 
mit auch nur etwas gereinigtem Blattgriin, geschweige denn mit der 
chemisch reinen Verbindung angestellt worden. Es war also immerhin 
die Annahme mdglich, daB es aus anderen Blattbestandteilen stamme 
als aus dem Chlorophyll. z. B. vielleicht aus den Carotinoiden. 

Ich will gleich vorwegnehmen, daB eine solche Annahme durch 
meine Versuche als widerlegt gelten kann. 

Wie schon erwaihnt, hat Fraulein Hofstetter die Reaktion positiv 
erhalten, wenn sie ihre Patienten dreimal drei bis dreimal vier Chlorosan- 
pastillen nehmen lie. Der Gehalt der Pastillen an chemisch reinem 
und als solches nachweisbarem Chlorophyll betrigt 1,5 bis 2 mg, rechnet 
man die héheren Abbauprodukte dazu, so betragt er 6 bis 10 mg'). 
Es ist aber unmdglich, zu wissen, ob der genannte Farbstoff sich nur 
aus reinem Chlorophyll bildet oder ob er auch von héheren Abbau- 
produkten dieser Substanz stammen kann. 

Der Nachweis der Substanz, die tibrigens als solche auch ohne 
chemische Reaktionen im Urin erkannt werden kann, war die 
folgende : 

Wir verwendeten die ganze Tagesmenge des Urins. Der Urin mub 
sauer reagieren. Ist er also alkalisch, so muB er angesiuert werden. 
Es wurden der Tagesmenge je l00cem groBbe Mengen entnommen. 
Aus diesen wurde der Farbstoff mit Bleiessig ausgefallt. An kleinen 
Proben wurde nachgepriift, ob die Fallung eine vollstindige war. 


') Siehe die Angabe Biirgis, Schweiz. Rundsch. f. Med. 1919, 8. 69 
und 640, und Léfilers. Correspondenzbl, f. Schweiz. Arzte 1919, S. 879. 
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Die Niederschlage werden mehrmals mit Alkohol gewaschen, 
getrocknet und zusammengelegt. Dieser Riickstand wurde mit einigen 
Tropfen Salzsiure versetzt und hierauf mit 20cem 96 proz. Alkohols 
auf dem Wasserbade so lange erwairmt, bis der Alkohol auf etwa die 
Halfte seines urspriinglichen Volumens ecingedampft war; hierauf 
wurde abfiltriert und das Filtrat untersucht. Der Farbstoff ist deutlich 
rot gefairbt und zeigt eine leichte, nicht naher zu charakterisierende 
Fluoreszenz. Die Methode entspricht mit kleineren Modifikationen 
der von Salkowski angegebenen. Die charakteristischen Hiimato- 
porphyrinstreifen fanden wir niemals, nicht einmal eine Andeutung 
derselben. 

Die chemischen Reaktionen auf Hamatoporphyrin, die von dem 
Assistenten des medizinisch-chemischen Instituts, Dr. W. Perelstein, 
auch ausgefiihrt wurden, waren immer negativ. Er verwendete haupt- 
sachlich den folgenden Nachweis: Bei Behandlung der ammoniakalischen 
Lésung mit Alaun oder mit Calciumchlorid oder Natriumphosphat- 
lésung wird das Hamatoporphyrin als roter Niederschlag abgeschieden, 
aus dem es in saurem Alkohol gelést werden kann. Diese Reaktion 
ist wie atle anderen, wie erwihnt, immer negativ. Bleiessig fallt eben 
neben dem roten Farbstoff alles mégliche, und der voluminése Nieder- 
schlag reiBt den Farbstoff mit. Die genannte zweite Reaktion wiirde 
dagegen eine Art AussalzungsprozeB darstellen, der mit Hamato- 
porphyrin geht, mit dem von uns untersuchten Farbstoff aber nicht. 

Ich méchte nicht verfehlen, an dieser Stelle noch besonders zu 
betonen, daB wir die spektroskopischen Untersuchungen mit peinlichster 
Gewissenhaftigkeit vorgenommen haben. Auch sei erwihnt., daB man 
die rote Fluoreszenz von richtigen Himatoporphyrinlésungen leicht 
nachweisen kann, wenn man Sonnenlicht oder Licht einer elektrischen 
Bogenlampe zunachst zur Absorption der roten Strahlen durch Kupfer- 
sulfatlésung gehen und dann erst in die zu untersuchende Fliissigkeit 
eintreten laBt. Auch diese Art der Untersuchung ergab immer ein 
negatives Resultat. Mit anderen Worten: Der von uns nach Chlorophy!l- 
eingabe im Urin gefundene rétliche Farbstoff mag als Chlorophyll- 
derivat dem Hamatoporphyrin nahestehen, ist aber kein Hiamato- 
porphyrin. 

Die Untersuchung habe ich ausnahmslos an mir selber  vor- 
genommen. Wihrend der ganzen Zeit enthielt ich mich des Genusses 
von griinen Gemiisen und von rohem Fleisch, das einen ahnlichen 
Stoff in den Urin zu schicken scheint. 

Meine Tabellen geben wohl alles Notwendige an. Ich habe die 
erhaltenen Reaktionen als schwach, mittelschwach, stark und sehr 
stark bezeichnet. 








Das Phaophytin, 
zucker verrieben zu mir, 
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das chemisch rein war, 


Tabelle 1 
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nahm ich mit Milch- 
meistens wahrend der Mahlzeiten. 














Datum Dosis Zeit der Urinentleerung Reaktion 
26. 11, 2x 01 2h nachmittags schwach 
27. II. 2x 0.1 2 ’ = 
28. LL. 2x 0,1 ll vormittags ziemlich stark 
1. 101, 2~x« 01 ll - stark 
2, 111. 2~x« 01 11 i ‘ 
3. 1UL. 2x 01 11 30’ = “ 
4. 111. 1x 01 11 30 is i 
5. 1, — 1] Ms " 
6.111. — 9 a 
7. 111. —- _ ~ 
8.111. _ _ stark 
9. LU. — ll vormittags . 
tO. IIT 4 nachmittags deutlich 
tH. Ul —— 3 as 4 
12.111 — 3 - Flérecus 
13. II —- 3 
14. TTT — 3 ‘ Spuren 
7.T11 3 m = 
20. 111 3 ‘ * 
Tahbelle 11. , 
Datum Dosis Urin Reaktion 
24. 1V. = Gesammelte Tagesmenge 
auf 2£00cem verdiinnt © sebr leicht 
25. 1V. — — — 
26. 1V. _- Gesammelte Tagesmenge 
auf 2500cem verdiinnt © stark DL. 
27. TV. - " ha a 
28. 1V. — a weniger stark 
29. IV. —- . s. 
30, 1V. * Spuren 
i # - - starker 
Tabelle ill. 
Datum Dosis Urin Reaktion 
28. V. 3 x 0,05 Spuren 
29. V. — kaum sichtbar 
30, Vv. -— stark 
31. V. — weniger stark 
1VI -- stark 
2. VI -- Gesammelter Tagesurin sehr stark 
3. VI. -— auf 2500 cem verdiinnt af * 
4. VI. —_— stark 
5. VI — ss 
6.VI _— mafige 
7.V1 -— wenig Pl 
I3. VI - Spuren 
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Tabelle 1V. 














Datum Dosis Urin Reaktion 
2. VII. 3x 01 Spuren 
3. VIL. — m 
4. VII. mafiger 
4; ae. stark 
8. V -- . om . 
a Al. CGesammelter Tagesurin*) ” 
9. VII. wae auf 2500ccem verdiinnt *#***”) 
10, VIL. matin s ee 
1. VOL. — senr stark 
14. VIL. — 9 ” 
is. VIF. maBiger 
16, VOL. sichtbar 
*) Diese Reaktion. 
Tale lle V. 
Datum Dosis Zeit der Urinentleerung Reaktion 
22. VII I x 0.05 3h nachmittags 
23. VIL. - 10 vormittags . 
24 Vil ae 10 Leichte Fluors ohne 
- VI L a 10 F | Veranderung 
26. VII — 10 vs 


Besprechung der Resultate. 

Tabelle I gibt die Resultate wieder, die ich bei fortgesetzter Ein- 
nahme von hohen Dosen Phiophytin erhalten habe. 

Wie oben erwahnt, erhielt Fraulein Hofstetter die Reaktion positiv, 
wenn sie sich oder ihren Patienten dreimal 3 bis dreimal 4, also 9 bis 
12 Chlorosanpastillen pro Tag gab. Diese entsprechen, je nach den 
oben gemachten verschiedenen Annahmen, d. h. je nachdem man 
denkt, die Reaktion werde nur von unverindertem oder wenig ver- 
andertem oder auch von abgebautem Chlorophyll gegeben, 1.35 bis 
1,8 bzw. 1,8 bis 2,4cg Reinchlorophyll bzw. 9 bis 1,2 dg Chlorophyll 
plus Abbauprodukte. 

Die von mir erhaltenen Reaktionen waren jedenfalls starker als 
die von Fraulein Hofstetter. Man sieht iibrigens aus Tabelle 1, dab dic 
Ausscheidung auch nach dem Aussetzen des Mittels noch andauerte. 
und zwar mehr als 3 Wochen. Ja, sie war auch noch am 4. April (siehe 
Tabelle II), also nach einem Monat, nicht ganz erloschen. Die Gesamt- 
einfuhr betrug 1,3 g Phaophytin. = 

Das Molekulargewicht dieses Kérpers ist, da nur Mg aus der 
Verbindung austritt und zwei Wasserstoffatome hinzukommen, von 
dem des Chlorophylls so wenig verschieden, daB wir ruhig Phiophytin 
als Reinchlyrophyll rechnen kénnen. 
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Zu bemerken ist auch noch, daB die Reaktion sich schon am ersten 
Tage der Einnahme zeigt, und daB sie bei fortgesetzter Zufuhr an 
Starke zunimmt. 

Tabelle IL belehrt itiber einen Versuch, bei dem nur drei Dosen 
von 0,05 Phaophytin genommen wurden. Die Reaktion, die vorher 
schon als Folge der ersten Einnahmen leicht positiv war, wurde rasch 
stirker, und dieses Stairkerwerden dauert einige Tage an. 

Tabelle LIL gibt uns Resultate eines Versuchs wieder, der dem- 
jenigen von Versuch II analog ist. Die Reaktion war vorher, wie ich 
noch beizufiigen habe, negativ geworden. Das Hauptresultat ist das- 
selbe; nach dreimal 0,05 Phaophytin stieg die Ausscheidung des roten 
Stoffes allmahlich an, und auch nach 14 Tagen war die Farbung des 
Urins deutlich. 

Tabelle IV. Hier wurden dreimal 0,01, also die doppelte Menge 
gegeben. Das Resultat war ahnlich denen von Tabellen 1] and II, 
nur war es der Héhe der Dosen entsprechend betrachtlicher. 

Tabelle V. In dieser Versuchsreihe wurde ein einziges Mal 0,05 
Phaophytin gegeben. 

2 Tage lang trat eine rote Farbung geringen Grades im Urin auf, 
dann blieb sie aus. 

Wir konnten nicht erwarten, mit geringeren Dosen noch einen 
nennenswerten Effekt zu erhalten, und ich habe damit meine Versuchs- 
reihen abgeschlossen. 

Es scheint aber nicht ohne Interesse, meine Resultate mit einem 
Versuch, den C. 7'. v. Traczescki im vergangenen Sommer ausgefiihrt 
hat und der. wie man auf dem medizinisch-chemischen Institut Berns 
gesehen hat, als typisch angesehen werden kann, zu vergleichen. 

C. T. +. Tracszescki nahm am 18. August 1920 400g Spinat frisch 
gewogen zu sich. (Diese 400g wiirden nach W. Léffler, der seine Ver- 
gleichszahlen den Publikationen Woillstditers entnommen hat. etwa 
00 bis 560 Chlorosanpastillen entsprechen.) 

Die Resultate der Urinuntersuchungen waren die folgenden: 

18. August. 11,45 Urinreaktion negativ. 

(12,30 Mahizeit von etwa 400g Spinat.) 
15,30 Urinreaktion positiv (schwach). 
17,30 = - és 

19, oe “ (stark). 

19. August. Mittlere Tagesreaktion (bis 3 Uhr nachmittags) sehr 

schwach. 

20. August. Reaktion immer negativ. 

Der ven Biirgi gezogene Schlub, da aus den griinen Gemiisen 
das Chlorophyll nur in ganz geringen Mengen resorbiert wird und dab 
das meiste infolge der Celluloseeinschliisse unverdaut abgeht. diirfte 


daher wohl zu Recht bestehen. 
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Die Hauptresultate meiner Arbeit sind die folgenden: 

1. Auch bei Einnahme von reinem Chlorophyll (in Form von 
Phaophytin) erscheint ein roter, leicht fluoreszierender Farbstoff 
im Urin. 

2. Die erste Ausscheidung beobachtet man schon am Tage der 
Kinnahme. 

3. Die Ausscheidung ist auch bei Einnahme einer kleinen Dosis 
von 0,05 erst in einigen Tagen beendigt, bei Verwendung gréBerer 
Dosen, die auf mehrere Tage verteilt gegeben wurden, kann sie wochen- 
lang andauern. 

4. Dieser rote Farbstoff ist mit Hamatoporphyrin nicht identisch. 

5. Bei Einnahme ungleich gréBerer Mengen Chlorophyll in Form 
griiner Gemiise geht infolge der Celluloseeinschliisse nur wenig Blatt- 
griin in Resorption, und der rote Farbstoff tritt nur wahrend eines 
Tages und nur in kleiner Menge in den Urin iiber. 

Herrn Prof. Emil Biirgi, der mich mit Rat und Tat bei Anfertigung 
dieser Arbeit stets gern unterstiitzt hat, méchte ich auch an dieser 
Stelle noch einmal meinen aufrichtigen Dank sagen. 
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Uber 
die Ausscheidung von Chlorophyllderivaten aus dem Urin. III. 


Von 
Yoshitaka Kitahara. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitiit Bern.) 


(Eingegangen am 6, Dezember 1924.) 


Im menschlichen Urin hat man schon vor langerer Zeit das ge- 
legentliche Auftreten eines rétlichen Farbstoffs beobachtet, und es 
war leicht méglich, nachzuweisen, daB das Erscheinen dieser Substanz 
in einem ursiachlichen Zusammenhang mit dem GenuB von rohem 
Fleisch und namentlich von griinen Gemiisen stand. 

Der Stoff wurde zunichst als Himatoporphyrin angesprochen, 
vornehmlich von Hopkins und Stokwis, dann aber auch von ver- 
schiedenen anderen Autoren, obwohl v. Nenski diese Ansicht von 
Anfang an unter Hinweis auf die Marchlewskischen Untersuchungen 
bekimpft hatte. Auch bei Sulfonal-, Trional- und Tetronalvergiftungen 
sah man das Auftreten eines ahnlichen Farbstoffs im Urin, den man 
eine lange Zeit hindurch als identisch mit der nach GenuB von griinem 
Gemiise auftretenden Substanz betrachtet hatte. In der neueren Zeit 
bezeichnet man die rétlichen Farbstoffe des Urins im allgemeinen als 
Porphyrine und nicht mehr direkt als Hamatoporphyrin, und man 
nimmt wohl mit Recht an, daB es sich hier um eine Vielheit von Sub- 
stanzen handele. 

Hofstetter und Godinho haben auf Anregung Biirgis die Frage nach 
dem ursiichlichen Zusammenhang zwischen dem GenuB von griinem 
Gemiise und dem Erscheinen von Porphyrinen im Urin genauer unter- 
sucht. Hofstetter gab den Versuchspersonen ein nicht ganz gereinigtes 
Chlorophyll und konnte zeigen, daB das Auftreten des roten Kérpers 
nach GenuB einer bestimmten Menge Blattgriins regelmaBig zu beob- 
achten war, also von der Quantitat der aufgenommenen Substanz 
direkt abhangig ist. Ich will auf diese Arbeit im iibrigen hier nicht 
eingehen, weil sie in den Mitteilungen Godinhos schon genauer beriick- 
sichtigt worden ist. 
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Godinho gab iiberhaupt eine griindlichere Darlegung der Literstur, 
auf die hier verwiesen sein soll. Godinho nahm dann einige Selbst- 
versuche mit chemisch reinem Phaophytin vor und zeigte wiederum, 
daB die Ausscheidung der roten Substanz durch den Urin in einem 
ziemlich bestimmten quantitativen Verhaltnis zu der Menge des ein. 
genommenen Chlorophylls stand. 

Nach diesen Untersuchungen schien es durchaus klar, daB der 
ausgeschiedene Stoff als Derivat des resorbierten Blattgriins anzusehen 
ist, und da es auf eine andere Weise kaum médglich erscheint, iiber 
die Aufnahme von Chlorophyll vom Darmkanal aus AufschluB zu 
erhalten, schien es Biirgi angezeigt, die Resorptionsfahigkeit von 
Blattgriin an Hand der Ausscheidung von Porphyrinen durch den 
Urin festzustellen und zu verfolgen. Uber den Abbau von Chlorophyll 
im Darmkanal ist man sehr wenig unterrichtet. Es mége hier nur 
auf die Arbeiten Marchlewskis hingewiesen werden. Bestimmt man 
die Chlorophyllmenge der Nahrung und die des Stuhles, so findet 
man keine groBen Unterschiede, so daB wohl auf eine im groBen und 
ganzen geringfiigige Resorption von Chlorophyll aus griinen Gemiisen 
geschlossen werden kann. Dies ist auch der Fall bei pflanzenfressenden 
Tieren, z. B. beim Rindvieh, dessen Urin iibrigens regelmaBig Por- 
phyrine enthalt. Das Auftreten der letzteren zeigt aber mit aller 
Deutlichkeit, daB eine gewisse Resorption doch eintritt. Diese kann 
nun sehr verschieden sein, je nachdem man in der Nahrung nicht 
extrahiertes Chlorophyll zu sich nimmt, das zum groBen Teil in Cellulose- 
winde eingeschlossen ist, oder extrahiertes Blattgriin. Sehon Hofstetter 
und Godinho konnten zeigen, daB bei GenuB von groBen Quantitaten 
griiner Gemiise vornehmlich in Form von Spinat wenig oder keine 
Porphyrine im Urin erscheinen, und das gleiche ging aus ziemlich lange 
fortgesetzten Versuchen von Biirgi und v. Traczewski hervor. 

Es war nun meine Aufgabe, diese Verhiltnisse — namentlich in 
quantitativer Hinsicht — etwas genauer zu erforschen. Ich machte 
lauter Selbstversuche und nahm an griinen Gemiisen vornehmlich 
Spinat und Griinkohl zu mir und an chlorophyllhaltigen Substanzen 
das von Biirgi angegebene Chlorosan und reines Phiophytin. Die 
genannten Gemiise habe ich in verschiedener Zubereitung eingenommen, 
zum Teil roh als Salat, zum Teil gekocht. AuBerdem habe ich sie ganz 
fein zerreiben lassen und dann den stark griin gefirbten Saft sowohl 
gekocht wie ungekocht zu mir genommen. AuBerdem nahm ich an 
den Tagen, an denen ich die Ausscheidung nach Einnahme der ge- 
nannten Stoffe priifen wollte, niemals griines Gemiise in irgend einer 
Form zu mir. Ebenso vermied ich den GenuB von rohem Fleisch. 
Die griinen Gemiise, die ich a8, wurden vor der Einnahme méglichst 


genau gewogen. 
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Die Untersuchung des Urins geschah in der folgenden Weise: 
War er alkalisch, so wurde er mit Essigsiure angesiuert, hierauf mit 
Bleizucker versetzt, abfiltriert und der Filterriickstand mit einer in 
der folgenden Weise hergestellten Lésung extrahiert: 90proz. Alkoho! 
wird mit konzentrierter Salzsiure versetzt, bis das Gemenge Kongo- 
rotpapier schén blau farbt. Mit diesem Reagens wird der Riick- 
stand stark geschiittelt und dann 24 Stunden stehengelassen. Falls 
der in Frage kommende Farbstoff vorhanden ist, farbt sich die Fliissig- 
keit tiber dem Riickstand rosarot. 

In meinen Tabellen bedeutet 

keine Reaktion, 
+ sechwache Reaktion, 
++ starke Reaktion. 
Ich méchte noch beifiigen, daB man den roten Farbstoff im Urin 
gewOhnlich schon erkennt, ohne ihn in der genannten Weise isoliert 
zu haben. 
Ich lasse nun zunichst meine Resultate folgen: 


Versuch 1. 11. Oktober 1921. 
Friihstiick: % Liter Milch, 1 Tasse Kaffee mit Zucker, 50g Brot mit 





Butter. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, 200g gekcchten Spinat, 150g 
Fleisch, 50g Reis. — Abendessen: 300 ¢ Reis, 50¢@ Schinken. 
Untersuchungszeit Harnmenge | Farbe Resultat 

nach Aufnahme com 
' 
, Me, 5 es es 70.0 hellgelb | — 
2 Stunden ..... 300 | » — 
ys 20 | : a 
4 ; 25,0 | Z = 
- ; 200.0 | zs - 
—_ 700 | ss | on 
ms ae ae 200.0 | ° _ 
20 =, 5 ee 300.0 ‘ | -_ 


Versuch 2. 12. Oktober 1921. 
Friihstiick: 20g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee, % Liter Milch. 
Mittagessen: 1 Teller Suppe, 300 g gekechten Spinat, 300g Reis, 30 g Fisch. 
Abendessen: 200 ¢ Reis, 120¢ Ka'bfleisch. 





Untersuchungszeit Harnmen,e 

nach Aufnahme ecm . Ferbe Resuleat 
0 es 300.0 hellgelb — 
2 Stunden ..... 200.0 ” ae 
¢ “ erg eee 30.0 me — 
4 ‘ wea 40,0 n ‘ocin 
mw cae es 150.0 n an 
8 . oS es 120.0 ~ ‘ — 
mm . % é« Gace 400.0 . ‘ai 
20 300.0 5 — 
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Versuch 3. 13. Oktober 1921. 
Friihstiick: 500 g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, 1% Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, 300g gekochten Griinkohl, 100g 
Reis, 120g Kalbfleisch. — Abendessen: 200g Reis, 200g Kastanien, 
40g Schinken. 





Untersuchungszeit Harnmenge ‘ 
nach pe a ccm , Ferbe Resultst 
Se 150.0 hellgelb — 
ee ee 170,0 a ~— 
3 ls 30.0 z ma 
4 ee se 50,0 . — 
6 400.0 m a 
8 - 50,0 a — 
12 a ‘ 150.0 ss — 
20 ae ee 200,0 m — 


Versuch 4. 14. Oktober 1921. 
Friihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, % Liter 
Milch. — Mittagessen: 200 g Reis, 500 g gekochten Spinat, 125 g Fleisch. — 
Abendessen: 100g Fleisch, 300g Reis. 





Untersuchungszcit Harnmenge : 

aah pm na pm 8 Farbe Resultat 
a 120.0 hellgelb — 
2 Stunden ..... 150,0 2 — 
3 . 50.0 z kas 
Ss 30,0 e vin 
6 = 300.0 ee aoe 
S » 150.0 ees 
12 Se a em thn 250.0 2 ron 


Versuch 5. 15. Oktober 1921. 
Frihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, % Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, 400g gekochten Griinkohl, 100g 
Reis, 125 g Fleisch. — Abendessen: 300g Reis, 1 gekochtes Fi, 30g Brot 
mit Butter. 








Untersuchungszeit Harnmenge Farbe 
nach Aufnabme com 


Resultat 


] GStumde...... 300,0 hellgelb —_ 
2 Stunden ..... 50.0 a — 

bs 25,0 _ 
250,0 
100.0 
70,0 
300.0 -_ 


sstz3s 


— 
weoDrw 


3 
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Versuch 6. 18. Oktober 1921. 
Friihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, ¥% Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, 120g Kalbfleisch, 200g rohen 
Spinat, 200g Reis. — Abendessen: 200g Reis, 100g Fleisch. 





Untersuchbungszeit Harnmenge . 
nach Aufnahme com Fesbe Resultet 
eee 100.0 hellgelb a 
eae 30,0 a heed 
3 m 20.0 s a 
4 a 50.0 a id 
6 150.0 i sate 
8 4 100.0 ss on 
12 nf 300.0 is me 
20 350.0 : = 


Versuch 7. 19. Oktober 1921. 


Friihstiick: 75g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, 1, Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, 125g Fleisch, 300 g rohen Spinat, 
200 g Reis. — Abendessen: 300g Reis, 100g Schinken. 





Untersuchungszeit Harnmenge . 
nach Aufnahme com ' Taste Resultat 
SOO an ce ks 200,0 hellgelb 
3 Geumdem ..... 50,0 a ’ 
3 = * + 30.0 . - 
4 én 40,0 . 
6 2 150.0 i 
Ss 200.0 7 _ 
12 “ 300,0 . — 
20 as 400.0 a — 


Versuch 8. 20, Oktober 1921. 
Frihstiick: 50 g Brot mit Butter, 3 Tassen Kaffee mit Zucker, 1 Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, 200g Reis, 300g Saft von zer- 
riebenem, ungekochtem Griinkohl. — Abendessen: 300 g Reis, 100 g Fleisch. 





Untersuchungszeit Harnmenge Farbe Ressfene 
nach Aufnahme ccm 
OO Pe ee 100.0 hellgelb - 
2 Stunden ..... 50,0 & + 
3 a cite er ag 20,0 ao + 
4 es 50,0 > -— 
ring 40,0 : ca 
8 = 150,0 e —— 
12 re 200.0 u a 
20 ne 400.0 . - 
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Versuch 9. 21. Oktober 1921. 
Friihstiick: 75g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, ¥% Liter 
Milch. — Mittagessen: | Teller Suppe, 200 g Reis, 300 g rohen Griinkohl. — 
Abendessen: 200g Reis, 100g Schinken. 





Untersuchungszeit Harnmenge Farbe — 

nach Aufnahme com 
few 150.0 hellgelb | — 
DO ee ow 50.0 pe cons 
3 “4 40.0 % — 
4 fa 30,0 BA _ 
6 150,0 a — 
8 " 100.0 ‘ ian 
12 me = a ee 300.0 a 
20 y Big ie 350,0 3 -_ 


Versuch 10. 22. Oktober 1921. 


Friihstiick: 75g Brot mit Butter, 3 Tassen Kaffee mit Zucker, % Liter 





Milch. Mittagessen: 1 Teller Suppe, 100g Reis, 400g Saft von zer- 
riebenem, rohem Griinkohl. — Abendessen: 300g Reis, 125 g Fleisch. 
Untersuchungszcit Harnmenge Farhe Reneieet 

nach Aufnahme com 

S Ps ae kts 150.0 hellgelb 4. 
3 Beammen ..... 50.0 ie 4 
3 a “ae Ge a 60.0 = 4. of. 
a YS deans 30.0 as 
eS . aloe 200.0 . cS 
8 s ae cree 150.0 ti , 

12 * oe a 300.0 a : 
20 " ee 400.0 . — 


Versuch 11. 25. Oktober 1921. 


Friihstiick: 25g Brot mit Butter, 3 Tassen Kaffee mit Zucker, 4% Liter 

Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, 500g Saft von zerriebenem, ge- 

kochtem Griinkchl, 100 g Reis, 125 g Fleisch. — Abendessen: 125 g Fleisch, 
300 ¢ Reis. 





Untersuchungszeit Harnmenge Farbe “are 
nach Aufnahme com 
ee jRePrers. 150.0 hellgelb — 
l,l 40.0 va ae 
3 . ee os 30.0 Z _ 
4 a a: a 100.0 = _— 
6 ws es ar 200,0 rs ' ia 
8 ms i 150,0 " —_ 
12 a Fe 300.0 “ _— 


20 oe ae 450.0 : ia 
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Versuch 12. 


26. Oktober 1921. 


Friihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, % Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, 300g Saft von zerriebenem, rohem 
Spinat, 200 g Reis, 125 g Fleisch. — Abendessen: 200 g Reis, 80 g Schinken. 





Untersuchunyszeit Harnmenge 
nach Aufnahme com 
1 Stunde . 100,0 
2 Stunden 40,0 
3 e 30,0 
4 " 80,0 
6 2 100.0 
8 ‘ 150.0 
12 “ 300.0 
Dy a 400,0 
Versuch 13. 


Farbe Resultat 
hellgelb ~_— 
a + 
£. hs 


27. Oktober 1921. 


Frihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, % Liter 


— Mittagessen: 1 Teller Suppe, 400g gekochter Saft von 400 ¢ 


Spinat, 200 g Reis, 125 g Fleisch. — Abendessen: 200 g Reis, 120 g Fleisch. 





Milch. 
Untersuchungszeit Harnmenge 
nach Aufnahme com 
| Stunde . 100.0 
2 Stunden 40,0 
3 a 30,0 
4 ia 40.0 
6 ss 200,0 
8 es 300.0 
12 _ 400,0 
20 e 450.0 


Versuch 14, 


Farbe Resultat 


hellgelb — 


28. Oktober 1921. 


Friihstiick: 75g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, % Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, Saft von 100 g zerriebenem, rohem 
Spinat, 300g Reis, 120g Rindfleisch. — Abendessen: 300g Reis, 120 ¢ 





Kalbfleisch. 
Untersuchungszeit Harnmen . 
nach naeiinies com 4 Ferbe Resultat 

| Stunde . 100,0 hellgelb 

2 Stunden 80,0 m + 

3 - 40.0 ms _ 

4 iM 30.0 a — 

6 - 150,0 > 

Ss = 200,0 ae — 
12 « 300,0 “ - 
20 2 400.0 33 _ 
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Versuch 15. 29, Oktober 1921. 
Frihstiick: 90g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, 4, Liter 
Milch. — Mittagessen: I Teller Suppe, Saft von 200g zerriebenem, rohem 
Spinat, 200 g Reis, 60 g Fleisch. — Abendessen: 100g Fleisch, 300 ¢ Reis, 





Untersuchungszeit Harnmenge Farbe Resultat 
nach Aufnabme com 
SO ae 150.0 hellgelb — 
S Glee kt 100,0 = + 
3 = Ole a8 50.0 i 7“ 
4 a wt hw 30,0 x — 
6 " > > ae 20,0 us — 
8 100.0 a — 


Versuch 16. 1. November 1921. 


Friihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, 1%, Liter 

Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, Saft von 200g zerriebenem, un- 

gekochtem Griinkohl, 200 g Reis, 125 g Fleisch. — Abendessen: 200g Reis, 
200 g Fleisch. 





Untersuchungszeit Harnmenge . 
nach adidas ccm , Fesbo Resulest 
5 eae ee 200,0 hellgelb — 
3 Stunden ..... 100,0 ji + 
3 ms ao ae 30,0 ri + 
4 ce 25.0 a — 
6 rs 150.0 ti — 
: e 200,0 a _— 
12 me 350,0 * -- 
20 400.0 — 


Versuch 17. 2. November 1921. 


Frihstiick: 75g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, 4 Liter 

Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, Saft von 100g zerriebenem, un- 

gekochtem Griinkohl, 200g Reis, 125g Fleisch. — Abendessen: 300g 
Reis, 125g Fleisch. 





Untersuchungszeit Harnmenge Farbe Resuleat 
nach Aufnahme com 
l @eunde .. «+ 250,0 hellgelb — 
2 Stunden. .... 100,0 . + 
3 . 40,0 a —- 
4 8 30,0 “ _- 
6 a 200,0 ‘ — 
3 150.0 n = 
12 * Helena 300,0 ® _ 
20 eae 450,0 ~ _ 
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Versuch 18. 3. November 1921. 
Friihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, 4 Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, Saft von 300g zerriebenem, un- 
gekochtem Spinat, 125g Fleisch, 200g Reis. — Abendessen: 200g Reis, 
200 g Fleisch 





Untersuchungszeit Harnmenge Farbe Resultet 
nach Autnahme com 
OS Pee se 200.0 hellgelb — 
eee ee 150,0 ” ihe 
3 - ce 2 40.0 as ++ 
4 . Sain 35,0 - = 


Versuch 19. 4. November 1921. 
Frihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, ', Liter 





Milch. — Mittagessen: | Teller Suppe, Saft von 200g zerriebenem, un- 
gekochtem Spinat, 200g Reis, 125g Fleisch. — Abendessen: 200g Reis, 
125 ¢ Fleisch. 

Untersuchungszeit Harnmenge Farbe Resultet 

nach Aufnahme com 
eee 150,0 hellgelb — 
2 Stunden ..... 100.0 ¥ 4 
3 os EASES 60,0 - _ 
4 * ee ee 30,0 arell 


Versuch 20. 5. November 1921. 
Frihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, % Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, Saft von 800g zerriebenem, un- 
gekochtem Spinat, 125g Fleisch, 100g Reis. — Abendessen: 200g Reis, 
125 ¢ Fleisch. 





Untersuchungszeit Harnmenge Farbe Rested 
nach Aufnahme ccm 
OS SS ee 50.0 hellgelb _— 
2 Stunden ..... 30,0 K — 
3 2 vee wn 35,0 - - 
4 ° ‘oe els 20,0 » _ 


Versuch 21. 8. November 1921. 
Friihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, % Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, Saft von 100g zerriebenem, un- 
gekochtem Spinat, 100g Reis, 150g Fleisch. — Abendessen: 200g Reis, 
125 ¢ Fleisch. 





Untersuchungszeit Harnmenge 

eset Atndhies ates Farbe | Resultat 
1 Stunde .... . 50,0 heligelb | — 
2 Stunden. .... 30.0 m 
3 - at a c% 25,0 - oan 
4 ri Pendle 40,0 ss Tens 
6 6 5: > ae 100.0 . eon 
8 a ae 300,0 is eam 
12 ae ee ae 400.0 owe 
20 ee Se 450.0 = -- 
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Versuch 22. 9. November 1921. 
Friihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, % Liter 
Milch. Mittagessen: 1 Teller Suppe, Saft von 200g zerriebenem, un- 
gekochtem Spinat, 100g Reis, 125g Fleisch. — Abendessen: 100g Reis 
125 ¢ Fleisch. 





Untersuchungszeit Harnmenge Farbe Recuinct 
nach Aufnahme com 
i eee 40,0 hellgelb — 
2 Stunden ..... 35,0 i 
. ” é ee * 50,0 # 1 
4 & a ee 20.0 af — 


Versuch 23. 10. November 1921. 
Friihstiick: 50 g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, ¥% Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, Saft von 300g zerriebenem, un- 
gekochtem Spinat, 130g Fleisch, 100g Reis. — Abendessen: 125 g Fleisch, 
100 g Reis. 





Untersuchungszeit Harnmenge Farbe Resuitat 
nach Aufoahme ccm 
1] Stunde. ..... 150.0 hellgelb -- 
2 Stunden ..... 40,0 » t 
‘ 9 or 60,0 ss 14 
4 » ccm 45,0 ri dine 


Versuch 24. 


11. November 1921. 


Friihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, ¥% Liter 

Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, Saft von 300g zerriebenem, un- 

gekochtem Griinkohl, 200g Reis, 100g Fleisch. — Abendessen: 200 ¢ 
Fleisch, 200 g¢ Reis. 





Untersuchungszeit Harnmenge 

ama ‘Gatien oes e Farbe Resultat 
SO ee eee 200,0 hellgelb — 
3 Stunden ..... 50,0 es 4 
3 ” —+.% 30,0 s rae’ 
4 = 30,0 z + 
6 300,0 a — 
8 i 250,0 es ih 


Versuch 25. 12. November 1921. 
Friihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, \% Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, Saft von 80g zerriebenem, un- 
gekochtem Griinkohl, 150g Fleisch, 200g Reis. — Abendessen: 200g 
Reis, 125g Fleisch. 





Untersuchungszeit Harnmenge aie — 
nach Aufnahme com 
OO ae 100,0 hellgelb — 
2 Stunden 40,0 % — 
3 - 40.0 ss — 


4 Bhi? ots 60.0 n 2 
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Versuch 26. 15. November 1921. 
Frihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, % Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, Saft von 100g zerriebenem, un- 
gekochtem Griinkohl, 200g Reis, 125g Fleisch. — Abendessen: 200g 
Reis, 125g Fleisch. 





Untersuchungszeit Harnmenge 


nach Autnahme com Ferbe Resultet 
1 Stunde . ey | 200.0 hellgelb in 
2 Stunden ..... | 30,0 ss = 
3 | o*¢ 2 ee 25,0 ~ 4 
4 Se... 20.0 "A -_ 


Versuch 27. 16. November 1921. 
Frihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, % Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, Saft von 200g zerriebenem, un- 
gekochtem Griinkohl, 200g Reis, 100g Fleisch. — Abendessen: 200 g 
Reis, 125g Fleisch. 





Untersuchungszcit Harnmenge ’ 

nach Aufnahme com Fesbe Resultet 
4 See 100,0 hellgelb — 
2 Stunden ..... 70,0 “ 4 
3 = oy er - 35,0 % 4 
4 . a ee 40,0 * _ 


Versuch 28. 18. November 1921. 
Frithstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, \% Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, 6 Pastillen Chlorosan, 200 ¢ Reis, 
150g Fleisch. — Abendessen: 200g Reis, 125 ¢ Fleisch. 





Untersuchungszeit Harnmenge Farbe } 


nach Autnahme ccm Resuleat 
. ieee... 2 « « «. 0 300.0 hellgelb _— 
2 Stunden ..... 100,0 Fa — 
3 ee ee 60,0 2 amp 
4 > enue 30,0 : _ 


Versuch 29. 19. November 1921. 
Friihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, % Liter 
Milch. -—- Mittagessen: 1 Teller Suppe, 12 Pastillen Chlorosan, 100g Fleisch, 
150g Reis. — Abendessen: 250g Fleisch, 125g Reis. 





Untersuchungszeit Harnmenge 


nach Aufnahme , ccm Fesbe Resultat 
1 Stunde...... |} 2500 hellgelb + 
2 Stunden ..... | 150,0 e + 
3 50.0 “ + 


. wT ee 
4 . ‘6. eee 30,0 % 
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Versuch 30. 22. November 1921. 
Friihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, 1, Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, 24 Pastillen Chlorosan, 150 g Fleisch, 
100g Reis. — Abendessen: 100g Reis, 125g Fleisch. 





Untersuchungszeit Harnmenge 


nach Aufnahme om Farbe Resultat 
fa eee 300.0 hellgelb eke 
2 Stunden ..... 100.0 < pes 
3 = oe eee 40,0 £ 4 
4 a ee ae 30.0 


Versuch 31. 23. November 1921. 
Friihstiick: 50g Brot mit Butter, 2 Tassen Kaffee mit Zucker, 44 Liter 
Milch. — Mittagessen: 1 Teller Suppe, 30 Pastillen Chlorosan, 200 g Reis, 





150g Fleisch. — Abendessen: 150g Reis, 125 g Fleisch. 
Untersuchungszeit Harnmenge ; 

F ! 

nach Aufnahme ecm vate aeneian 
aR EAE ie 200.0 hellgelb 4 
2 Stunden ..... 150.0 = 4 
3 = ie ee eR 500 " wes 
4 ‘ . w were 30,0 sate 


Versuch 32. 13. Dezember 1921. 


Friihstiick: 1 Ei, 2 Tassen Kaffee mit Zucker. — Mittagessen: 1 Teller 
Suppe, 125 ¢ Fleisch, 200 g Reis, 0,2 g Phiiophytin. — Abendessen: 120 ¢ 


Fleisch, 150 ¢ Reis. 





Untersuchungszeit Harnmenge Farbe Resultet 
nach Aufnahme com 
OO SS 80.0 hellgelb — 
3 Gtumden ..... 50.0 z 4. 
3 “ is POPES 35.0 - 4 
4 shay al og 30,0 « a 


Versuch 33. 14. Dezember 1921. 
Friihstiick: 1 Ei, 2 Tassen Kaffee mit Zucker. — Mittagessen: 1 Teller 
Suppe, 125g Fleisch, 200g Reis, 0,2g Phiiophytin. — Abendessen: 120¢ 
Fleisch, 150 ¢ Reis. 





Untersuchungszeit Harnmenge 


nach Aufnahme ccm Feske Resultst 
..0UlUUSa 70,0 hellgelb — 
3 Stunden ..... 60,0 “ be ud 
3 - be IG elt 40.0 


4 es 63 Ae 35.0 a 








Friihstiick: 
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Versuch 34. 


15. Dezember 


1 Ei, 2 Tassen Kaffee mit Zucker. 





Ill. 109 


1921. 
Mittagessen: 1 Teller 


Suppe, 130 ¢ Fleisch, 200 g Reis, 1,0 g Phiophytin. — Abendessen: 120 g 


Fleis 


ch, 150g Reis. 





Untersuchungszeit 
nach Aufnahme 


1 Stunde 
2 Stunden . 
3 - 

4 ” 

25 

26 ss 

27 

28 


Versuch 35. 


Harnmenge 
cm 


60,0 
40.0 
50.0 
35,0 
50.0 
50.0 
30,0 


25,0 


17. Dezember 


Farbe 


Resultat 


hellgelb 


1921. 











Friihstiick: 1 Ei, 2 Tassen Kaffee mit Zucker. — Mittagessen: 1 Teller 
Suppe, 125g Fleisch, 100g Reis, 1,0g Phaophytin. 
Unte : 
ntersuchungszeit Harnmenge Ferbe Resuiect 
nach Aufnahme ccm 
1 Stunde . 150.0 hellgelb — 
2 Stunden 50.0 re +. 
3 ‘ 30.0 v4 A ' 
4 “ 25.0 _ 
Versuch 36. 20. Dezember 1921. 
Frihstiick: | Ei, 2 Tassen Tee mit Zucker. — Mittagessen: | Teller Suppe, 
200 g Fleisch, 0,5 g Phiiophytin. 
Untersuchunyszeit Harnmenge ‘ 
nach Aufnahme com Fesbe Resultet 
Stunde . 200.0 hellgelb — 
2 Stunden 100.0 ‘ + 
3 . 60.0 . hs oll 
4 » 30,0 te 
. Zahli der Stunden nach 
Nummer 
des Gemuse Form Desis Aufnahme 
Versuchs g 1 2 3 | 4° 6/8/12; 
1 Spinat gekocht 200 —j re — 
2 a) a enw . SSS Py Aa es fee He ae 
4 i ba 500 —- —- — — 
: Griinkohl . ‘ 300 _ ee 
5 e ‘ " 400 — —- | —- 
6 Spinat .. roh 200 —_- —_— — — 
7 2 a Ke DO ee | ce | es lt ies 
9 Griinkohl , a 300 ee ee 
13. Spinatsaft . gekocht 400 —- - —- -- 
1] sriinkohlsaft . . 500 —- —- —- eS 
20 Spinatsaft ungekocht 80 — fae | oe 
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Zahi der Stunden nach 


~— Gemise Form Bete | i Autnahme — 
Versuchs g 1 2 3 | 4/6! % 12 20 
14 Spinatsaft .. ungekocht 100 6 f}—/| +) -—- —-——|— 
21 » cet " ee eat seg = =a 
15 ui e Mi 200 «| —/ 4 i = = 
19 e ‘ a 200 sa a 
22 m ; a 200 ane i et ae ae 
Is \ si A 300 — |++4+4+/— 
12 - = 300 — i + ++/4+——— 
3 «t 2 R ‘ 300 7 eo; 
25 Griinkohlsaft . . 80 ame | ee | oe lee 
26 ® , . 100 —|—| + — 
17 s . e 100 Se 
16 at ‘ . 200 rey eg ee ge oe eS 
27 ¥ | =. 200 an | 4. fj 
24 ie iu 300 —|+\/4++4-—— 
8 . ms 300 —_— i elt | —j—i— 
10 a nm 400 - ie] pb ji —)— 
St. } 
28 Chlorosan . . Pastillen 6 —i— | — |— 
29 . . ” 12 +it+i+— 
30 e “uo i 24 0 8 +4+/++ + 4+ 
31 - ee es 30 rag Fes Pek oe 
32. ~Phaeophytin ,. Pulver 62 —}+i)+i— 
33 - . “ 02 —|++ + /\- 
34 - " lO i—|+ +--—-—— 
35 é " lO —/|+ 4+ |— 
36 e a O05 |}—| + +4/— 


Die Hauptergebnisse meiner Arbeit lassen sich an Hand der 
Tabellen leicht iiberblicken. Man erkennt zunichst als das Wesentlichste, 
daB bei GenuB von gekochtem Spinat oder Griinkohl niemals eine 
Porphyrinausscheidung beobachtet werden konnte. Dies ist um so 
merkwiirdiger, als ich doch sehr groBe Mengen Gemiise zu mir ge- 
nommen habe, z. B. bis zu 500g Spinat und bis zu 400g Griinkohl. 
Das Ergebnis war ebenso negativ, wenn ich diese beiden Gemiise roh 
in Form von Salat zu mir nahm. Etwas andere Resultate erhielt ich 
bei Einnahme des aus diesen Gemiisen hergestellten Saftes, der 
wie ich eingangs schon erwihnt habe — bei der von mir gewahlten 
Zubereitungsweise stark griin gefiirbt war. Nahm ich diesen Saft 
gekocht zu mir, so erschienen allerdings auch keine Porphyrine, wohl 
aber, wenn ich ihn ungekocht zu mir nahm. Die Porphyrinausscheidung 
stand dann in einem direkten Verhaltnis zu der eingenommenen Menge. 
Sie war z. B., wenn ich Spinatsaft nahm, negativ bei Einnahme von 
80 g, schwach positiv bei 100g und sehr stark positiv bei 300g. Die 
mit Griinkohlsaft erhaltenen Resultate waren den mit Spinatsaft 
bekommenen so ahnlich, daB ich sie hier nicht noch ausdriicklich be- 
sprechen muB. 
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Von besonderem Interesse waren die mit Chlorosan erhaltenen 
Resultate. Bevor ich auf sie eingehe, scheint es zweckmabig, die in 
verschiedener Form aufgenommenen Chlorophyllmengen kurz an- 
zufiihren. Sowohl Spinat wie Griinkohl sind sehr verschieden chloro- 
phyllhaltig. Je wasserreicher sie sind, desto geringer ist natiirlich 
prozentual der Chlorophylligehalt, doch ist er auch sonst nicht konstant. 
Man kann sagen, daf 100 bis 500 g Spinat, wenn er wenig chlorophyll- 
haltig ist, 90 bis 430mg Reinchlorophyll enthalten, doch kann die 
Menge auch 175 bis 875 mg betragen. 100 bis 500 g Griinkohl enthalten 
etwa 85 bis 420 mg Chlorophyll. Nach W. Léffler ist in einer Chlorosan- 
tablette 1,25 mg Reinchlorophyll enthalten. Wir wollen hier auf diese 
Zahl abstellen. Aus der Kontroverse zwischen Biirgi und Léjffler geht 
zwar hervor, daB man den Chlorophyligehalt der Pastillen betrachtlich 
héher einschitzen kann. Bei den von Biirgi gegebenen Zahlen sind 
aber auch die Abbauprodukte des Chlorophylls mitgerechnet, die 
therapeutisch zweifelsohne in Frage kommen, fiir die Porphyrin- 
ausscheidung vielleicht aber nicht. 

Wenn ich auf einmal sechs Pastillen Chlorosan zu mir nahm, so 
konnte ich keine Porphyrinausscheidung feststellen. Bei einer Ein- 
nahme von 12 Pastillen wurde sie viel starker, als ich sie sonst tiber- 
haupt beobachtet habe. 12 Pastillen enthalten nach der gegebenen 
Zahl 15mg Reinchlorophyll, 24 Pastillen dementsprechend 30 mg. 
Wenn man nun bedenkt, daB ich mit 430 bis 875 mg Chlorophyll, in 
Form von gekochtem Spinat genommen, keine Porphyrinausscheidung 
beobachten konnte, dagegen mit 15 bis 30 mg in Form von Chlorosan 
genommenem Blattgriin eine auberordentlich starke, so sieht man ohne 
weiteres, daB nur das aus seinen Cellulosewinden befreite Chlorophyll 
in nennenswerter Menge resorbiert wird. Der Unterschied ist ein so 
enormer, daB diese Behauptung gesichert erscheint. 

Wenn ich Phiophytin zu mir nahm, so erhielt ich mit 0,2 g eine 
deutliche Porphyrinreaktion, mit 0,5 bis 1 g eine noch starkere. Doch 
war die Reaktion nicht so stark wie die mit Chlorosan erhaltene. Viel- 
leicht ist das Phiophytin an sich seiner physikalischen Eigenschaften 
wegen nicht so gut zur Resorption geeignet. Vielleicht helfen auch 
die Nebensubstanzen, die in dem ungereinigten Chlorophyll des Chloro- 
sans vorhanden sind, mit, um die Substanz aufnahmefahiger zu machen. 
Jedenfalls wird das Phiophytin doch z. B. resorbiert, wahrend meinen 
Untersuchungen nach aus Gemiise Chlorophyll nur dann resorbiert 
wird, wenn man es durch feines Zerreiben aus der Cellulose frei macht 
und in einen Saft hineingebracht hat. 

Es ist mir leider nicht méglich zu sagen, wieviel Chlorophyll in 
den von mir hergestellten Gemiisesiften vorhanden war. Aber auch 
in diesen Versuchen zeigt sich die Abhangigkeit der Porphyrin- 
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ausscheidung von der Quantitaét des aufgenommenen Chlorophylls 
deutlich. 

Ich muB schlieBlich noch bemerken, daB sowohl Biirgi und 
v. Traczewski sowie Godinho gelegentlich bei Einnahme gréBerer Gemiise- 
mengen Porphyrinreaktionen im Urin beobachtet hatten. Ich kann 
diesen teilweisen Widerspruch zu meinen Ergebnissen nur aus indi- 
viduellen Verschiedenheiten erkliren. Im wesentlichen stimmen aber 
meine Resultate mit den von den anderen genannten Autoren voll- 
kommen iiberein. Sie zeigen deutlich, dab das Gemiisechlorophyll, 
wenn es in der iiblichen Art aufgenommen wird, nicht oder kaum 
resorbiert wird, und daB sich daher eine Chlorophylitherapie nur mit 
extrahiertem Blattgriin durchfiihren laBt. 














Die Bestimmung 
der Oberflichenspannung mit der Ringmethode (Torsionswage). 


Von 
P. Lecomte du Noiiy, Se. D. 


(Aus den Laboratorien des Rockefeller Institute for Medical Research, 
New York.) 


(Eingegangen am 7. Dezember 1924.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Seit 1919 wurden in diesem Laboratorium mittels des von mir 
zuerst im Journal of General Physiology 1, 521, 1918/19 beschriebenen 
Apparates ungefihr 60000 Bestimmungen der Oberflichenspannung 
kolloider Flissigkeiten, 
hauptsichlich des Blut- 
serums, ausgefiihrt. 
Dieser Apparat, der auf 
der Ringmethode basiert 
und wie eine Torsions- 
wage arbeitet, ist seit- 
dem _ verschiedentlich 
von anderer Seite mehr 
oder weniger nachge- 
ahmt, soviel mir aber 
bekannt ist, nicht ver- 
bessert worden. Es be- 
steht im Gegenteil kein 
Zweifel, daB einige dieser 
Modelle mangelhaft sind. 
Da die erste Beschrei- 
bung des Instrumentes 
in einer amerikanischen 
Zeitschrift erschien, die von Kolloid- und Biochemikern in Europa 
vielleicht selten gelesen wird, so mag eine kurze Schilderung der 

Biochemische Zeitschrift Band 155. 8 
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Technik, die zu einem besseren Verstandnis des Oberflachengleich- 
gewichts kolloider und gemischter Lésungen fiihrte, sowie auch eine 
Zusammenstellung der ganzen Literatur dieses Gebietes, von Inter- 
esse sein. 

Mittels des Tensiometers in seiner neuesten Form (Abb. 1) ist es 
méglich, ohne irgendwelche Berechnung, direkte Oberflachenspannungs- 
werte in Dynen pro Zentimeter zu erhalten, und zwar mit einer (fiir 
die betreffende Versuchstemperatur) Genauigkeit, wie sie bisher mit 
keiner Methode mit solcher Geschwindigkeit (15 bis 20 Sekunden) 
und Leichtigkeit zu erzielen war. 

Man miBt also mit dem ,,Tensiometer* diejenige Kraft, direkt 
in Dynen ausgedriickt, die die Oberflachenschicht der Probelésung 
auf den Ring ausiibt, wenn derselbe aus der Fliissigkeit, in die er ein- 
getaucht war, herausgezogen wird. Bei dieser Methode spielen keine 
komplizierenden Faktoren, wie z. B. der Randwinkel, mit hinein, 
und bei Anwendung der unten beschriebenen Technik ist es méglich, 
fiir reine Fliissigkeiten Werte zu erzielen, die mit den Resultaten irgend 
einer anderen, den strengsten Genauigkeitsbedingungen unterliegenden 
Methode innerhalb einer Grenze von 0,1 Dyn iibereinstimmen. 


Tabelle I. 


Oberflachenspannung des Wassers bei 18°. 
(H. Freundlich, Kapillarchemie.) 











Methode 6 Beobachter 

Schwingende Strahlen . .. . 73,0 Rayleigh 

o - oF a < 73,8 Pedersen 

9 ar 72,4 Bohr 

“ Tropfen .... _ 73,0 Lenard 
Kapillarwellen. ....... 74,0 Rayleigh 

” ee : 73,3 Dorsey 

» ao er ee oe 73,8 Kaldhne 
Gekriimmte Oberflichen . . . 73,5 Lohnstein 
Flache Luftblasen . ..... 73,0 Quincke (ber. n. Worthington) 
ee ee a 73,1 Volkmann 
Adhasionsring aus Kupfer . . 76,8 Weinberg 
Adhisionsplatte ....... 73,1 Hall 
Tropfengewicht ....... 73,8 Ollivier (ber. n. Lohnstein) 
De 5s ie ss Swe 75,2 Cantor 

= 73,7 Magini 

<a eee 72,7 F. M. Jager 
Ringtensiometer, du Noiiy . 73,7 Klopsteg 


Natiirlich ist es méglich, Weinbergs Werte unter Anwendung einer 
etwas einfacheren Technik mit dem Tensiometer zu kontrollieren. 
Dr. P. E. Klopsteg hat jedoch gezeigt, dab die niedrigeren Werte wahr- 
scheinlich richtiger sind. 
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Technik. 

Eine Bedingung zur Erlangung gleichmaBiger Resultate ist die 
sorgfaltige Reinigung der GlasgefiBe, die bei den Messungen ge- 
braucht werden. Die GefaiS8e miissen in einer starken Reinigungsfliissig- 
keit (15 oder 20ccm einer gesittigten Kaliumbichromatlésung auf 
1000 ccm Schwefelsiure) gekocht und dann mit destilliertem Wasser, 
welches in reinen, fettfreien Flaschen aufbewahrt wird, abgespiilt 
werden. Sollten die GefaBe (z. B. Uhrglaser) nicht vollstandig benetzbar 
sein, so kann man sie 1 oder 2 Sekunden lang tiber eine Bunsenflamme 
halten. Weder Alkohol noch Ather sollte gebraucht werden. Der 
Platinring sollte nach jeder Messung in Wasser getaucht und iiber 
eine Flamme gehalten werden. 


Durch Auflegung eines Gewichtes von bekannter GréBe (z. B. 
700 mg) auf den Ring laBt sich das Instrument leicht und genau eichen. 
Kennt man den genauen Umfang des Ringes (sagen wir 4 cm), so gibt 
uns die folgende Formel den Wert fiir die Oberflichenspannung (die 
gleiche Zahl sollte auch mit Hilfe des Nonius auf dem Zifferblatt ab- 
gelesen werden, damit eine direkte Lesung des Tensiometers erzielt 
wird): 


mg 
“se 
worin 
o = Oberflichenspannung in Dyn pro Zentimeter, 
m = die auf den Ring gelegte Masse in Grammen, 
g = 981, 
L = Peripherie des Ringes (4 cm) 
ist. 


Man erhalt so eine willkiirliche Zahl, und der Nonius wird auf 
diese Zahl des Zifferblattes gesetzt. Sodann verkiirzt oder verlingert 
man mittels einer Mikrometerschraube den Arm, welcher den Ring 
halt, bis zur Erzielung der absoluten Nullstellung. Dieses Verfahren 
nimmt ungefaihr 10 Minuten in Anspruch. Man hat dann das Tensio- 
meter geeicht ohne Gebrauch einer Standardfliissigkeit. Die Ab- 
lesungen stellen direkt die Anzahl Dynen pro Zentimeter Ober- 
flaiche dar. Die Torsion des Drahtes ist pro Grad der Drehung im 
Gesamtbereich der Skala konstant. 


Man kann natiirlich das Instrument auch mittels einer Bezugs- 
fliissigkeit, wie z. B. Wasser bei bestimmter Temperatur, eichen, unter 
Zugrundelegung eines zuverliassigen Wertes fiir die Oberflachenspannung 
des Wassers bei der betreffenden Temperatur. Fiir Temperaturen 
um 20°C darf die Addition von 0,17 Dyn pro Grad unterhalb 20° 
und Subtraktion von 0,17 Dyn pro Grad oberhalb 20° als geniigend 
genaue Korrektur fiir Wasser betrachtet werden. 

g* 
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Ausfiihrung einer Bestimmung. 

Bei einer genauen Messung wird die auf dem Tische in Uhrglaschen 
sich befindende Fliissigkeit mit Hilfe der Mikrometerschraube so weit 
gehoben, daB der Ring die Fliissigkeit beriihrt. Der Ring wird dann 
' weggezogen und der Nullpunkt eingestellt, waihrend die Trépfchen 
noch am Ringe hingen. Das Gewicht dieser Trépfchen ist nahezu 
konstant (ungefahr 0,24 Dyn pro Zentimeter Linge des Drahtes im 
Ringe). Hierdurch wird der Fehler, der durch die am Ringe haftenden 
Trépfchen verursacht wird, ausgeglichen. Dann wird der Knopf, der 
die Drehung des Torsionsdrahtes bewirkt, so gedreht, daB der Nonius 
sich auf der Skala nach oben bewegt. Gleichzeitig wird der Tisch, 
auf dem die Fliissigkeit steht, langsam mittels der Schraube gesenkt, 
damit der Arm stets in seiner Gleichgewichtsstellung im Nullpunkt 
gehalten wird. Sowie die Torsion des Drahtes sich dem Werte nihert, 
bei dem das Hautchen anfangt sich zu bilden, werden die Schrauben 
sehr langsam und vorsichtig gedreht. Bei ZerreiBen des Hautchens 
zeigt der Nonius die Oberflichenspannung bis auf +0,05 Dyn pro 
Zentimeter an. Will man nur relative Werte haben, so wird der Tisch 
nicht bewegt, und man benutzt nur den Knopf, der die Drehung des 
Torsionsdrahtes bewirkt. Auf diese Weise hat Weinberg seine Resultate 
erzielt. 


Anwendung auf kolloide Lésungen. 


In Bezug auf kolloide Lésungen hat Verfasser gezeigt'), daB deren 
Oberflachenspannung in Abhangigkeit von der Zeit erniedrigt wird, 
und daB mit Verdiinnung die Erniedrigung bis zur Erreichung eines 
gewissen Maximums zunimmt. Die Untersuchung dieser Erniedrigung 
oder dieses ,,zeitlichen Abfalls (time-drop) wurde in Versuchen itiber 
Antikérperbildung bei immunisierten Tieren mit Erfolg angewandt. 
In diesen Versuchen wurde das Serum 1: 10000 verdiinnt. Es war 
ebenfalls méglich, ein Kriterium fiir monomolekulare Schichten zu 
finden, und dieses Kriterium wurde bei der GréBenbestimmung einiger 
organischer Molekiile angewandt. Bei diesen Untersuchungen ist es 
durchaus notwendig, die Lésungen in vollkommener Ruhe zu halten; 
das Tensiometer wird mittels eines auf einem Geleise rollenden Wagel- 
chens hin und her bewegt. Anderenfalls wird das Adsorptionshautchen 


1) P. L. du Nety, Journ. of exper. Med. 35, 575, 707, 1922; 36, 115, 
547, 1922; 87, 659, 1923; 38, 87, 1923; 39, 37, 717, 1924; 40, 129, 133, 1924; 
Journ. of gen. Physiol. 6, 625, 1923/24; Science 59, 580, 1924; Phil. Mag. 
48, 264, 1924; C. r. Acad. Sci. 177, 1140, 1923; 178, 1102, 1924; C. r. Soc. 
Biol. 90, 1450, 1924; (A New Determination of the Constant N of Avogadro, 
Based on its Definition) Phil. Mag. 48, 670, 1924. 
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zerstoért, und es kénnen keine Beobachtungen gemacht werden. Abb. 2 
zeigt das Tensiometer vor einem Tische, auf dem eine Anzahl von 
Lésungen in Uhrglasern nebeneinander aufgestellt sind. In diesem 





Abb. 2. 


Falle wird der obere Teil des Tensiometers selbst mittels Zahn und 
Trieb gehoben und gesenkt, damit die Lésungen nicht erschiittert 
werden. 

Da iiber die Probleme, die unter Anwendung des Tensiometers 
untersucht worden sind, in einer langen Reihe von Berichten aus- 
fiihrlich berichtet worden ist, erscheint es kaum notwendig, an dieser 
Stelle mehr als eine kurze Zusammenfassung zu geben. Eine beigefiigte 
Literaturzusammenstellung enthalt jedoch Angaben iiber die Arbeiten 
des Verfassers und anderer Autoren. 


Literatur tiber die Ringmethode. 


A. Ferguson, Science Progress 9, 428, 1915; Phil. Mag. 30, 632, 1915; 
Fifth Report on Colloid Chemistry, Brit. Assoc. for the Advancement of 
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Science, 1923. — Harkins and Brown. Journ. Amer. Chem. Soc. 41, 499, 
1919. — Richards and Carver, ebendaselbst 48, 827, 1921. — P. E. Klopsteg, 
Science 60, 319, 1924. — P.L.du Notty, Journ. of Gen. Physiol. 1, 521, 
1918/19. 


Literatur iiber die Oberflichenspannung kolloider Lésungen 
und iiber das du Noiiy-Tensiometer. 
W. Bayliss, The Colloidal State, Oxford Med. Publications, 1923. — 
H. N. Holmes, Laboratory Manual of Colloid Chemistry, New York, Wiley, 
1922. — Zeleny and Erickson, A Manual of Physical Measurements, 5th ed., 
New York, Mc Graw-Hill Bock Co., Inc., 1923. — P. L. du Noiiy, s. Fub- 
note 1, 8. 116, 








Uber die gravimetrische Mikrocholesterinbestimmung?). 
Von 
Tyuzi Tominaga. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitaét zu Groningen. ) 


(Eingeganaen am 10, Dezember 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In Band 136 dieser Zeitschrift (S. 107) wurde von A. v. Szent- 
Gydérgyt eine gravimetrische Mikrocholesterinbestimmung beschrieben, 
die die Méglichkeit eréffnet, den Cholesteringehalt auch kleiner Mengen 
Blutes genau zu bestimmen. Die Methode dient zugleich auch als 
Grundlage einer titrimetrischen Bestimmung. Mit Riicksicht auf die 
praktische Bedeutung der Methode schien es erwiinscht, die Bestim- 
mungen zu wiederholen, um zu sehen, ob die Methode auch ohne 
spezielle Ubung mit demselben Erfolg angewendet werden kann, und 
ob die genannten genauen Resultate nicht an eine genauere Kenntnis 
der Versuchsbedingungen gebunden sind, unter denen die Analysen 
ausgefiihrt waren. 

Wie mich meine ersten Analysen belehrten, ist dies tatsichlich der 
Fall. Ich trachtete also, die Momente kennenzulernen und dann 
auch auszuschalten, durch die die Schwankungen der Resultate 
bedingt waren. Wie ich denke, so ist es auch gelungen, die 
Methode so abzuaindern, daB sie auch in ungeiibten Handen genaue 
Resultate liefern kann. Die erhaltenen Analysenresultate scheinen 
selbst darauf hinzuweisen, daB durch die Abanderungen die Genauigkeit 
der Methode noch zunahm und der urspriinglich angegebene Versuchs- 
fehler von +3 Proz. noch weiter eingeengt wurde. 

Es schien wiinschenswert, die Methode mit einer gréBeren 
Anzahl von Probeanalysen zu belegen, um in dieser Weise ihre Ge- 
nauigkeit und Leistungsfahigkeit endgiiltig festzustellen. Leider war 


1) Diese Arbeit wurde im Dezember 1923 abgeschlossen und nach 
Abreisen von Herrn Tominaga mir anvertraut. Die Publikation wurde 
aiuBerer Umstinde wegen bis jetzt zuriickgehalten. A. v. Szent-Gydrqyi. 
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dies aber dem Verfasser vorlaufig nicht méglich, da die Arbeit durch 
die Riickkehr in seine Heimat abgebrochen werden muBte. 


Experimenteller Teil. 


Die gravimetrische Mikrocholesterinbestimmung, als deren Grund- 
lage die von A. Windaus entdeckte Niederschlagsbildung mit Digitonin 
dient, hat zwei sehr wesentliche Schwierigkeiten: die quantitative 
Prazipitierung und die Reinigung des Niederschlages. Die erste Frage 
ist durch die Arbeit von v. Szent-Gyérgyi gelést. Auch relativ geringe 
Mengen von Cholesterin werden in der angegebenen Weise quantitativ 
prazipitiert. 

Die zweite Schwierigkeit ist, wie erwahnt, die Reinigung des 
Niederschlages. Wie durch Windaus angegeben, muB zur quantitativen 
Prazipitierung des Cholesterins Digitonin stets in groBem Uberschub 
zugesetzt werden. Dieses Digitonin hat 
unter den angegebenen Bedingungen auch 
eine starke Neigung zur Ausscheidung, 
und das ausgeschiedene Digitonin wird 
zum Teil durch das sehr voluminése Pri- 
zipitat des Cholesterins eingeschlossen. 
Wird nun dieses Prazipitat zur Waschung 
auf das Asbestfilter iibertragen, so ballt 
es sich an der Filteroberflache zu dichteren 
Klumpen zusammen, die von den Wasch- 
fliissigkeiten nur sehr schwer durch- 
a drungen werden, so dab stets die Gefahr 
Das Filterréhrchen ist auf eine Sauge besteht, daB Digitonin im Niederschlag 

Gresko spcationt. eingeschlossen bleibt und zur Bestimmung 
gelangt. Unsere Analysen mit der genannten Mikromethode ergaben 
dann auch stets héhere Werte, als es die angewandte Cholesterin- 
menge erwarten lieB. 

Aus diesem Grunde wurde die Methode so abgeindert, daf der 
Niederschlag aus dem Becherchen nicht auf das Filter, sondern in ein 
etwa 10 ccm fassendes Zentrifugierréhrchen gespiilt wurde. In diesem 
wird nun der Niederschlag in der Waschfliissigkeit (durch Riihren 
mit einem Glasstabchen) gleichmaBig suspendiert. Dann wird zentri- 
fugiert. Die obenstehende klare Fliissigkeit mit den wenigen, etwa 
aufgewirbelten ‘kleinen Fléckchen wird durch das Asbestfilter ab- 
gesaugt. Der Zentrifugenriickstand wird nun in einer neuen Menge 
von Waschfliissigkeit suspendiert, nochmals zentrifugiert usw. und 
endlich zur gravimetrischen Bestimmung auf dem Filter gewaschen, 
auf dem keine weitere Reinigung mehr stattfindet. 
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In der ersten Analysenreihe gebrauchten wir zur Waschung einmal 
80 Proz. Aceton und dann dreimal erneutes Wasser. Um die Lésungs- 
bedingungen giinstiger zu gestalten, wurde das Réhrchen zwischen 
den Zentrifugierungen in einem Wasserbade von 45 bis 50° gehalten. 
Die Analysenresultate sind in der folgenden Tabelle zusammengefaBt. 
Die erste Kolumne gibt die Menge des als Ausgangssubstanz dienenden 
Cholesterins in Milligrammen, Kolumne 2 gibt den Fehler, mit dem 
das Cholesterin zuriickgefunden wurde. Zur Berechnung des Cholesterins 
diente der Windaussche Faktor 0,2431. 





Cholesterin verwendet Fehler 
Proz. 

0,592 415 

1,184 +14 

1.776 154 

2.368 + 34 

2,960 + 2,7 


Wie man aus der Tabelle ersieht, ist die Ubereinstimmung der 
Resultate eine relativ gute, selbst eine einigermaBen bessere als in der 
Originalmethode — die Abweichung von dem absoluten Werte ist aber 
eine groBe als Zeichen dessen, daB die Waschung keine geniigende war. 
Dieses Resultat konnten wir dann auch mit der Beobachtung erkliren, 
daB Wasser von 50° fiir Digitonin kein gutes Lésungsmittel ist. Wir 
haben also die Waschungen mit Wasser weggelassen und an Stelle 
dessen eine Waschung mit 80proz. Aceton eingeschaltet. Da diese 
Fliissigkeit kein gutes Lésungsmittel fiir Fette ist, haben wir auch 
noch einmal mit reinem Aceton gewaschen. Zur Analyse verwendeten 
wir zwei verschiedene Cholesterinmengen, von denen die eine in bezug 
auf den Cholesteringehalt von 1 ccm Blut normal, die andere klein 
genannt werden kann. 





Cholesterin Cholesterin Fehler 

verwendet gefunden Proz. 
0.595 0,600 +08 
1,190 1,183 — 0,6 


Die Werte sind sowohl relativ wie absolut gut tibereinstimmend, 
das Resultat befriedigend. Es bleibt die Aufgabe einer weiteren Reihe 
von Probeanalysen, festzustellen, ob diese Genauigkeit eine ganz kon- 
stante ist. 

Zum SchluB sei noch kurz die Methode zusammengefaBt. 

Das Cholesterin wird nach der Methode von v. Szent-Gydrgyi pra- 
zipitiert. Das Priazipitat wird mit etwa 7 ccm 80proz. Acetons (mit 
Hilfe einer kleinen Spritzflasche) in ein etwa 10 ccm fassendes Zentri- 
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fugierréhrchen gespilt. Dieses wird dann in etwa 45 bis 50 grad. Wasser 
gesenkt'), hier 5 Minuten belassen, wihrend welcher Zeit der. Nieder- 
schlag mit einem diinnen Glasstabchen mehrmals aufgewirbelt wird. 
Dann wird abzentrifugiert. Das Prazipitat setzt sich hierbei auBer- 
ordentlich rasch, in einigen Sekunden, zu Boden. Die obenstehende 
Flissigkeit wird nach der Preglschen Methode (s. Abb. 1) durch das 
Filter abgesaugt”). Dann wird neues 80proz. Aceton (etwa 7 ccm) 
aufgegossen und die ganze Manipulation wiederholt. Nun wiederholt 
man die Manipulation mit reinem Aceton, das man bei Zimmertempe- 
ratur einwirken laBt. Hiernach suspendiert man wieder bei 50° in Wasser, 
saugt dann nach einigen Minuten das Prazipitat auf das Filter. Das 
im Réhrehen zuriickgebliebene Prazipitat wird mit Wasser auf das 
Filter gespiilt. Ist dies geschehen, so wird das Wasser abgesaugt, 
das Filter getrocknet und gewogen. 

Zum SchluB sei es mir gestattet, Herrn Dr. A. v. Szent-Cydrgyi 
fiir die Anregung zu dieser Arbeit meinen Dank auszusprechen. 


1) Als Wasserbad benutzten wir ein Becherglas, das mit einem Mikro- 
brenner erwarmt wurde. 

®) Das Saugréhrchen sei nicht zu eng und an seinem Ende nicht spitzen- 
férmig ausgezogen. Niheres iiber das Filterrohr und Wiagen s. diese 
Zeitschr. 186, 102. 








Bemerkungen zu M. Richter-Quittners Mitteilung: 
Uber den Zuckergehalt der Blutkérperchen®). 


Von 


F. Hégler und K. Ueberrack. 


(Aus der I. medizinischen Abteilung und dem chemischen Laboratorium 
des Kaiserin-Elisabeth-Hospitals in Wien.) 


(Eingegangen am 13. Dezember 1924.) 


In Band 150 (5. und 6. Heft) dieser Zeitschrift hat M. Richter-Quittner 
die Behauptung aufgestellt, daB unsere Angaben iiber den Zuckergehalt 
der Blutkérperchen unrichtig waren, und stiitzt sich dabei auf die Arbeiten 
von Etienne und Vérain und von Schmidt, die behaupten, da} man immer 
in den Blutkérperchen den gleichen Zuckergehalt wie im Plasma finde, 
wenn man die Blutkérperchen vollstindig himolysiert. Wenn diese Be- 
hauptung von M. Richter-Quittner richtig wiire, so wiirden fast alle allgemein 
gebriuchlichen Blutzuckerbestimmungen des Gesamtblutes um etwas zu 
niedrige Werte ergeben, da bei unvollstandiger Himolyse ein Teil des in den 
Blutkérperchen enthaltenen Zuckers auf dem Filter zuriickbleiben wiirde. 
Nun ist diese Behauptung von vornherein unwahrscheinlich, da bei allen 
gebrauchlichen EnteiweiSungsmethoden ja reichlich destilliertes Wasser 
zugefiihrt wird, welcher Vorgang eine vollkommene Hiimolyse als héchst 
wahrscheinlich erscheinen laBt. Trotzdem haben wir die Angaben von 
Schmidt (die von Etienne und Vérain waren uns im Original nicht zugiinglich) 
nachgepriift, indem wir einmal den Bertrand in der gewéhnlichen Weise 
ausfiihrten, das andere Mal genau nach den Angaben von Schmidt #/, n 
Schwefelsiiure zusetzten. In der folgenden Tabelle haben wir unsere Re- 
sultate zusammengestellt. Aus derselben geht hervor, daB wir erstens im 
Gesamtblute immer den gleichen Wert erhielten, gleichgiiltig, ob wir die 
Analyse nach Bertrand oder nach Schmidt aurchfiihrten, und zweitens, 
daB die Werte im Plasma immer etwas héher liegen als im Gesamtblute, 
daB also die Blutkérperchen immer etwas weniger Zucker enthalten als 
das Plasma. In einem Versuch machten wir zuerst mit Ammoniak alkalisch 
und neutralisierten dann mit Schwefelsiure. Auch in diesem Falle erhielten 
wir die gleichen Werte. Wir haben also keine Veranlassung, von den be- 
wahrten Methoden (Bertrand, Weiszsche Modifikation der Bangschen Me- 
thode usw.) abzugehen. 


1) Diese Zeitschr. 150, 492, 1924. 











124 F. Hégleru. K. Ueberrack: Cher den Zuckergehalt der Blutkérperchen 
yesamtblut Plasma 
45 43 s E E 3 = 45 43 3 = Oxalat Bemerkungen 
es Be | 35. es Es eS es 
= Z Z <= 4. 
mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz 
| i] 
123.4 127,1 |) i 
124.6 130.3 J — —_ —_ — —_ l Patient nicht nichtern 
69,0 693 |) ‘ 7 
76.0 a1 || — — 94.0 — = l Patient niichtern 
m4 124.5 
%3 973 108 102) | | = il oy Ee 
10451011 108 1054 | 111 —- l 124,5 l Patient nicht nuchtern 
122.8 
89.1 81,2 _: 103,7 — — | I Pati +b 
84 793 — — SP i em | as Be em 
93,3 92.0 — - oe 121,0 = ) , 
96.8 96.6 a wa met 125.0 bet 1 Patient niichtern 
-{ 121,0 —- — _ 156.0 —_ | , 
114.7 125.0 ies ee unt 160.0 “es | 1 Patient niichtern 
- | 150 | oS —_ oe , e ne 
157 | 155 180.0 l Patient nicht niichtem 
104.8 — —_— — 142.6 — —_ Patient niichtern 
| 103.0 — —_ -- 136,1 _— _ 
wa — i —i— | ele 1 
ly SR sae ame pera papas 
*) Blut wurde zuerst mit 2/,n NH, hamolysiert und hierauf mit °/,n H,SO, sauer 
gemacht. Dieses Blut wurde nach Schmidt weiter verarbeitet. 


Als eine vollstandige Verkennung der Situation miissen wir es aber be- 
zeichnen, wenn M. Richter-Quittner den Grund hierfiir, daB nach ihren friitheren 
Analysen die Blutkérperchen immer zucker- und chlorfrei gefunden wurden, 
auch heute noch darin erblicken will, da®B bei der Gewinnung des Plasmas 
die gréBte Miihe darauf verwendet wurde, die Kérperchen nicht zu schi- 
digen. Wie wir in unseren beiden Mitteilungen") gezeigt haben, ist es ganz 
gleichgiiltig, welche gerinnungshemmende Mittel man verwendet, oder ob 
man @hne Zusatz eines gerinnungshemmenden Mittels arbeitet, indem man 
das Blut in paraffinierten Réhrchen auffangt und sofort zentrifugiert. In 
allen Fillen findet man immer eine gewisse und nicht unbetriichtliche 
Menge von Zucker in den Kiirperchen. Ebenso wie alle in unserem Labo- 
ratorium arbeitenden Kollegen sind wir davon iiberzeugt, daB die ab- 
weichenden Befunde M. Richter-Quittners nicht auf den besonderen bio- 
logischen Verhaltnissen der Blutgewinnung, sondern auf der Unrichtigkeit 
ihrer Angaben beruhen. Fiir uns ist diese Angelegenheit hiermit abgetan 
und wir verzichten, nochmals darauf zuriickzukommen. 


1) Diese Zeitschr. 148, 150, 1924. 








Uber die Diastasebestimmung im Stuhle. 


Von 


Nikolaus Frank und Friedrich Doleschall. 
(Aus der I, medizinischen Klinik der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1924.) 


Fir die funktionelle Pankreasdiagnostik bedeutete Wohlgemuths (1) 
Verfahren zur Diastasebestimmung einen groBen Fortschritt. Auf 
ihre klinische Bedeutung weist die groBe Zahl der diesbeziiglichen 
Mitteilungen; dieselben enthalten auch Bemerkungen iiber die Mange! 
der Methode, sowie Versuche zu ihrer Vervollkommnung. Der Nach- 
weis der Diastase im Stuhle, Urin und Blute bietet der einfachen 
Methodik wegen trotz der kleineren und gréBeren Fehlerquellen fiir den 
Kliniker hinreichenden Einblick in die Produktion des Pankreassaftes, 
dessen Mangel bzw. sein Eindringen in den Darm. 

Durch einen konkreten Fall angeregt, gelang es uns, solche Fehler- 
quellen der Diastasebestimmung aufzukliren, welche gerade in dia- 
gnostisch wichtigen Fallen einen Irrtum verursachen kénnen. Bei 
einem ikterischen Kranken, wo Verdacht auf Tumor bestand, fanden 
wir folgende Diastasewerte: Im acholischen Stuhle 0; im Harn 10; 
im Blute 16. Die Diastasebestimmung im Duodenalsaft gab 2 Tage 
spaiter 10,240 Einheiten. Da wir fanden, daB in acholischen Stiihlen 
der Diastasenachweis oft negativ ausfillt, suchten wir den Grund fir 
das Fehlen des im Duodenalsaft vorhandenen Ferments in einer Eigen- 
tiimlichkeit des acholischen Stuhles. 

Charakteristisch fiir die ikterischen Fizes ist ihr Reichtum an 
Fetten, Fettsiiuren und Seifen. Um zu entscheiden, ob einer der ge- 
nannten Bestandteile das Fehlschlagen des Diastasenachweises ver- 
schuldet, versuchten wir die Entfernung der Seifen. Den Ausgangs- 
punkt hierzu bildeten die Untersuchungen S. Kendes (2), der fand, 
daB der Nachweis von Diastase unméglich ist, wenn sich in der Lésung 
neben Starke auch Alkaliseifen der héheren Fettsduren befinden. 

Zu diesem Zwecke versetzten wir die zentrifugierte Fiazesemulsion 
mit CaCl, in der Voraussetzung, daB hierdurch die Alkaliseifen in nicht 
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lésliche Kalkseifen verwandelt werden, welche dann durch ein zweites 
Zentrifugieren entfernt werden kénnen. Da jedoch das so bekommene 
Zentrifugat, auf Diastase untersucht, die Fihigkeit von Starkeverdauung 
besitzt, haftet diesem Verfahren ein bedeutender Fermentverlust an. 
Ebenfalls nach den Untersuchungen von Kende kann die hemmende 
Substanz durch Ansiuerung gefillt werden; uns aber gelang nach 
Zusatz von n/10 HCl, Filtrieren und Neutralisieren selbst der Nach- 
weis der urspriinglich vorhandenen Diastase nicht. Als diese Versuche 
das erwiinschte Resultat nicht ergaben, probierten wir, den fraglichen 
hemmenden Bestandteil mittels Filtrieren der schon zentrifugierten 
Fizesemulsion zu entfernen. Es ergab sich, daB Filtrieren in einem 
von sieben Fallen ein besseres Ergebnis zeitigte, zweimal die nach- 
weisbare Fermentmenge unverandert blieb, viermal jedoch das Resultat 
verschlechterte. 

Um Fett und fettahnliche Substanzen zu entfernen, behandelten 
wir die zentrifugierte Fazesemulsion mit Ather. In iiber 40 Fiillen 
verglichen wir den Diastasegehalt des nativen — mit Ather nicht 
behandelten — Stuhles mit dem des mit Ather extrahierten. 

Das endgiiltige Verfahren gestaltete sich wie folgt: 

Der Stuhl wird durch sorgfiltiges Verreiben mit physiologischer 
Kochsalzlésung zu einer womdéglich diinnen Emulsion verarbeitet. 
Die Emulsion wird zentrifugiert, vom Bodensatz abgegossen und mit 
gleicher Menge Ather etwa 3 Minuten energisch geschiittelt, dann 
durch abermaliges Zentrifugieren der Ather von der wasserigen Emulsion 
geschieden. Nach woméglich restloser Entfernung des Athers und des 
sich beim Zentrifugieren regelmaBig bildenden gallertigen Ringes wird 
die Extraktion samt Zentrifugieren wiederholt. Die so bekommene 
Emulsion ist, mit der urspriinglichen verglichen, heller und durch- 
scheinender. Die Wohlgemuthsche Reaktion stellten wir sodann mit 
der nativen und extrahierten Emulsion parallel ein. 


Versuchsergebnisse. 


Die Glaschenreihe mit der nicht extrahierten Stuhlemrulsion enthielt 
nach dem 24 Stunden langen Stehen beinahe ohne Ausnahme einen 
Bodensatz. Dieser Bodensatz ist im ersten Glaschen in gréBter Menge 
vorhanden und verliert sich bei der meist zehnfachen Verdiinnung, 
stufenweise immer weniger werdend, meistens in der Mitte der Glaschen- 
reihe. Bei geringerer Verdiinnung ist er weiter zu verfolgen, bei starkerer 
verschwindet er friiher; meistens sinkt er vollstandig zu Boden, manch- 
mal schwebt er als Triibung in der Fliissigkeit. Bei verschiedenen 
Stiihlen mit gleicher Verdiinnung ist die Menge nicht gleich: namentlich 
fettreiche Stiihle liefern eine betrachtliche Menge. 
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Da die Quantitat des Bodensatzes stets parallel mit der in den 
einzelnen Glaschen enthaltenen Fazesemulsion ist, war der Hauptgrund 
seiner Entstehung in den Fazes zu suchen. Mangelhaftes Zentrifugieren 
konnte ausgeschlossen werden, da die benutzte Fazesemulsion allein 
keine oder nur ganz minimale Sedimentierung aufweist. Dieser Um- 
stand weist auch darauf hin, daB der Bodensatz nicht nur aus Stuhl- 
bestandteilen besteht, sondern auch mehr oder weniger Stirke ent- 
halt, was durch seine intensive Blaufarbung nach Jodzusatz zu be- 
weisen war. 

Die beim Ablesen des Versuchs auftauchenden Schwierigkeiten 
werden durch dieses Sediment verursacht. Wahrend der Diastase- 
gehalt von Urin und Blut stets leicht abgelesen werden kann, indem 
die ersten Glaschen eine blaBgelbe, die weiteren eine rote, lila und endlich 
dunkelblaue Fiarbung zeigen (Bodensatz gibt es keinen), stehen im 
Stuhle die Verhaltnisse anders. Nur in den seltensten Fallen bekommt 
man hier eine Gelbfarbung; selbst in dem ersten Glaschen ist die Reak- 
tion manchmal griinlich, das andere Mal grau, meistens hellblau. Die 
letzten Glaschen sind stets dunkelblau; oft ist in der Mitte ein rotes 
oder violettes Glischen zu finden; manchmal ist die ganze Reihe 
dunkelblau. Meistens jedoch ist die Blaufirbung in der ersten und 
zweiten Halfte der Reihe eine verschiedene: ihre Intensitaét nimmt 
nach der Mitte zu ab, um dann plétzlich in tiefes Dunkelblau iiber- 
zugehen; gréBtenteils bildet den Ubergang ein violettes oder rotes 
Glaschen. Selbst ein auf den ersten Blick paradoxes Verhalten kann 
beobachtet werden: nach blauen Glischen mit abnehmender Inten- 
sitat tritt gelbe Farbe auf, dann rot, lila und zum SchluB die obligaten 
dunkelblauen Glischen. 

Da die Intensitat der in der ersten Halfte der Glaschenreihe auf- 
tretenden Blaufarbung einen gewissen Parallelismus mit der Menge 
des dort zu findenden Bodensatzes zeigt, suchten wir den Zusammen- 
hang zwischen den beiden Erscheinungen. Dies gelang durch folgende 
Beobachtung: wird der Inhalt der Glaschen durch Schiitteln vermengt, 
bekommen wit immer Blaufairbung. Wenn die Sedimentierung voll- 
kommen ist, kann man, von der klaren Fliissigkeit ein wenig abgieBend, 
in ihr Starke nicht nachweisen; wenn in solchem Falle das vorgeschrie- 
bene Auffiillen mit kaltem Wasser so vorsichtig geschieht, daB der 
Bodensatz dadurch nicht aufgewirbelt wird, ist das Herabsinken des 
hinzugefiigten Jodtropfens genau zu verfolgen: er bleibt gelb, bis das 
Sediment nicht erreicht wird, dort tritt dann Blaufirbung ein. Auch 
Starkenstein (3) fand eine stérende Bodensatzbildung, als er den Diastase- 
gehalt der Leber mit der Wohlgemuthschen Methode untersuchte, und 
gibt der Meinung Ausdruck, daB der Bodensatz bei Beurteilung des 
Ergebnisses nicht vernachlassigt werden darf. 
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Hier méchten wir bemerken, daB auch eine nicht tadellose Starke- 
lésung Sedimentierung verursachen kann, welche jedoch in jedem 
Glaschen unabhingig von dem untersuchten Stoffe auftritt und auch 
bei Harn- und Blutdiastasebestimmungen zu finden ist. Die zurzeit 
als ,,Amylum solubile“ kauflichen Priparate sind viel schwerer in 
gute — auch nach 24 Stunden kein Sediment gebende —- Lésung zu 
bringen als das echte Kahlbaumsche. Zum Vermeiden dieser Fehler- 
quelle wendeten wir zur Bereitung der Starkelésung folgendes Ver- 
fahren an: Die abgewogene Starke wurde mit wenig kaltem Wasser 
verrieben, in siedendes Wasser gegossen und ungefihr 10 Minuten 
gekocht. Damit eine Sedimentbildung sicher vermieden wird, ist es 
ratsam, sich mit 4%proz. Starkelésungen zu begniigen, was dann bei 
der Berechnung selbstverstandlich in Betracht zu ziehen ist. 

Nach alledem ist es klar, daB die Blaufairbung in der ersten Halfte 
der Glaschenreihe anders zu deuten ist als jene in den letzten Glaschen. 
Die letzteren enthalten nicht geniigend Ferment, um alle Starke ab- 
zubauen: die Diastasewirkung ist gleich 0. Auch den ersten Glischen 
diese Erklarung zuzuschreiben, wire falsch: hier vollzog sich eine 
Diastasewirkung, nur ist diese durch die blaue Reaktion der sedi- 
mentierten und der Diastasewirkung entzogenen Starke verschleiert. 
Fiir diese Auffassung spricht auch der hier meist viel hellere Farbenton 
(es ist nur geringe Menge von Starke vorhanden), sowie die Tatsache, 
daB die Intensitat der Blaufarbung parallel mit dem Inhalt der ein- 
zelnen Glaschen an Fazesemulsion, also auch an Diastase ist. DaB 
nach blauen Glaschen éfters noch Erythrodextrin, ja in dem oben 
paradox genannten Falle auch Achroodextrin zu finden ist, bekraftigt 
ebenfalls unsere Auffassung. 

Am besten wird die Richtigkeit unserer Annahme durch das Ver- 
halten des mit Ather behandelten Stuhles demonstriert. Im gréBten 
Teile dieser Fille bildete sich tiberhaupt kein Bodensatz. Wenn selten 
dennoch eine Sedimentierung zu beobachten war, so blieb die Menge 
des Sediments weit hinter dem des gleichzeitig parallel eingestellten, 
nicht extrahierten Stuhles zuriick. Jodzusatz ergab bei dem nach 
unsere: Methode behandelten Stuhle die gleiche Reaktion, wie sie 
bei Diastasebestimmung im Urin oder Blutserum zu sein pflegt: in 
den ersten Glischen Achroodextrin, darauf ein bis zwei Glaschen 
Erythrodextrin, zum SchluB die blaue Jodstarke; zwischen beiden 
letzteren kann das durch Mischung von Rot und Blau entstehende 
Violett auftreten. Gab es einen kleinen Bodensatz, so bekamen wir 
in dem ersten Glaschen statt reinen Gelbs einen blaSgriinlichen 
Farbenton. 

Demnach besteht der Unterschied bei den meisten als normal 
anzusehenden Stiihlen zwischen extrahierter und mit Ather nicht 
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behandelter Emulsion darin, daB erstere den typischen Verlauf der 
Reaktion zeigt, wahrend sonst schon in den ersten Glaschen Jodstiirke 
auftritt. Bei normalen Stiihlen erreicht die Blaufairbung keine solche 
Intensitat, welche das Ablesen des Resultats unméglich machen wiirde. 
Fettreiche, viel Bodensatz gebende Stiihle verhalten sich allerdings 
anders. Ohne Extraktion sind schon die ersten Glischen so dunkelblau 
gefirbt, dah sie von den letzten, tatsichlich zu wenig Ferment ent- 
haltenden, nicht zu unterscheiden sind. DaB in der Mitte dfters ein 
violett gefarbtes Glaschen zu finden ist, gibt keinen geniigenden 
Anhaltspunkt zum Ablesen des Resultats; gelbe Glischen nach voran- 
gegangenen blauen sind gar so selten, daB darauf nicht zu rechnen 
ist. Es ergibt sich ein scheinbar negatives Resultat; der Grund hierfiir 
liegt jedoch in der nicht entsprechenden Methodik, nach Ather- 
behandlung narmlich gelingt es, Diastase nachzuweisen. 

Nun seien noch in Tabellenform einige unserer Fille angefiihrt, 
um zwischen den Eigentiimlichkeiten der nativen und extrahierten 
Fazesemulsionen einen Vergleich ziehen zu kénnen. Aus der Tabelle 
ist ersichtlich, daB im 24., 25. und 41. Falle das Ergebnis der Diastase- 
bestimmung ohne Atherbehandlung zweifelsohne negativ war, wahrend 
es nach der Extraktion 80, 80 bzw. 440 diastatische Einheiten auf- 
zuweisen gelang. Im 9., 21., 32., 42., 46. Versuch war das — die Grenze 
der Verdauung zeigende — Glaschen mit voller Bestimmtheit erst 
durch Extraktion zu erkennen, weil das Erythrodextrin enthaltende 
Glaischen zwischen den blaugefirbten sozusagen versteckt war. Die 
Tabelle zeigt auberdem, daB eine ganz betrachtliche Hemmung der 
Fermentwirkung auch ohne Ikterus, so z. B. im 46. Falle in scheinbar 
vollkommen normalem Stuhle auftreten kann. Der 30. und 37. Fall 
zeigt, daB unser Verfahren hier die Reaktion schéner, das Ablesen 
leichter gestaltete, jedoch das Resultat mit einem Glischen hinter 
dem nativen Stuhle blieb. Es ist méglich, daB beim Extrahieren geringe 
Mengen von Ferment verloren gehen; bei der Wohlgemuthschen Reaktion 
aber, wo ja nur Differenzen von 100 Proz. abzulesen sind, verursacht 
dieser Verlust keine Limesverschiebung. Der 33. Versuch bestatigt 
die Beobachtung von Bélint und Molnar (6), daB das Stehenlassen 
24 Stunden hindurch keine Fermentzerstérung verursacht, da uns 
hier nach 48 Stunden in faulendem Stuhle der Diastasenachweis noch 
gelang. Endlich méchten wir noch auf unsere Falle Nr. 32, 43 und 47 
hinweisen, in welchen die Fermentbestimmung trotz saurer Reaktion 
der Fizes (gegeniiber Lackmuspapier) durchzufiihren war. Wabhr- 
scheinlich hindern die wenig dissoziierten organischen Siuren wegen 
ihrer niedrigen H-Ionenkonzentration die Fermentwirkung nicht, wo- 
gegen gut dissoziierte Mineralsiuren einen hemmenden Einflul be- 


sitzen. 
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Nach Uberblickung unserer Versuchsergebnisse mubte die Frage 
aufgestellt werden, wie jene Tatsachen in'Ubereinstimmung zu bringen 
sind, daB nimlich Seifen auf die Diastasewirkung hemmend einwirken, 
andererseits jedoch Atherbehandlung den hemmenden EinfluB auf- 
heben kann? Die Antwort fanden wir in den Eigenschaften der Seifen- 
lésungen, daB sie bei starker Verdiinnung einer hydrolytischen Spaltung 
verfallen; es entstehen freie Fettsiuren und Alkalien. Die in Lésung 
befindlichen, nicht gespaltenen Seifenmolekiile treten mit der Fett- 
siurekomponente in eine komplexe Verbindung: es entstehen saure 
Alkalisalze der Fettsiuren. Diese sind es, die z. B. das Schiiumen 
einer Seifenlésung verursachen. Wird die verdiinnte Lésung einer 
Alkaliseife mit Ather geschiittelt und zentrifugiert, bekommen wir 
den bei der Fazesextraktion regelmabig beobachteten gallertigen Ring. 
Die Seifenlésung ist heller geworden und schaumt nicht mehr. Da 
die die Fermentverdauung hemmende Substanz mittels Athers extra- 
hierbar ist, durfte des analogen Verhaltens wegen vorausgesetzt werden, 
das der die Stirkeverdauung hemmende EinfluB auf die im Stuhle 
vorhandenen bzw. bei der Verdiinnung entstehenden sauren Alkali- 
salze der Fettsiuren zuriickzufiihren ist. Die Entstehung des Boden- 
satzes wiire so zu erkliren, daB die sauren Alkalisalze der Fettsiuren 
mit der Starke in Verbindung treten und binnen 24 Stunden zu Boden 
sinken. Dieser Tatsache entspricht auch das Verhalten der sauren 
Alkalisalze der Fettsiuren RuB gegeniiber [Hollemann (5)]. 


Der EinfluB der sauren Alkalisalze der Fettsiuren auf die dia- 
statische Verdauung ist nachzuweisen dadurch, dab eine Lésung von 
Alkaliseife den Nachweis der Fermentverdauung unmdéglich macht: 
es bildet sich ein reichlich Starke enthaltender Bodensatz. Wird hin- 
gegen die Seifenlésung mit Ather ausgeschiittelt und dann der Ferment 
und Stirke enthaltenden Lésung zugefiigt, kommt es zu keiner Sedi- 
mentierung, und das Verdauen der Stiirke kann mittels der Jodprobe 
konstatiert werden. Nach alledem sind wir der Meinung, dab der 
hemmende Einflu8 auf die Wirkung der Diastase nicht durch Fette, 
auch nicht durch Seifen als solche, sondern durch die sauren Alkalisalze 
der Fettsiiuren verursacht wird. 


Wichtigkeit aus differentialdiagnostischem Standpunkte besitzt 
unser Verfahren dort, wo bei mit Ikterus einhergehenden Leber- 
erkrankungen nach der alten Methode im Stuhle Diastase nicht nach- 
weisbar war, im Blute und Harn dagegen ungefihr normale Werte 
gefunden wurden. Dieser Befund zeigt scheinbar auf eine Hypofunktion 
des Pankreas. Hingegen bekommen wir nach Extraktion des Stuhles 
normale Diastasewerte als Zeichen dessen, daB durch die Erkrankung 
der Pankreas nicht in Mitleidenschaft gezogen ist. 


9* 
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Nach alledem ist unser Verfahren mit Erfolg anzuwenden bei 
jeder Diastasebestimmung im Stuhle, da durch Ausschalten storender 
Nebenerscheinungen das Ablesen des Resultats sich leichter und zu- 
verlassiger gestaltet; nicht zu entbehren ist es jedoch bei Fettseifen- 
stiihlen (Padiatrie), wo der Nachweis der Diastase bis jetzt oft falsche 
Resultate gab. 


Literatur. 
1) Methoden der Fermentuntersuchungen. Diese Zeitschr. 9. 
2) Magyar Orvosi Archivum 1916. 3) Diese Zeitschr. 24, 1910. 4) Bert. 
klin. Wochenschr. 1910. 5) Lehrbuch der organischen Chemie, 13. Aufl., 
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Untersuchungen iiber physiologische Gleichgewichtszustinde bei 
Pflanzen. Uber die Abhingigkeit der Wachstumskonstanten von 
Mais (Zea Mays L.) von der Hohe der Stickstoffernihrung. 


Von 
August Rippel und Oskar Ludwig. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Bakteriologie der 
Universitat Gottingen.) 


(Eingegangen am 16. Dezember 1924.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Der Wachstumsverlauf aller Pflanzen zeigt, in ein Koordinaten- 
system eingetragen, mit der Zeit auf der Abszisse, dem Ertrag, der 
erreichten Lange oder Zellenzahl, der GréBe des Umsatzes an Nahrung 
bzw. der Menge der entstandenen Stoffwechselprodukte usw. (also 
aller Lebenserscheinungen, die das fortschreitende Wachstum begleiten 
oder dieses selbst darstellen) auf der Ordinate die Gestalt einer S-férmig 
geschwungenen Kurve, deren Verlauf zuerst Robertson!) durch eine 
bei den weiter unten zu schildernden Untersuchungen benutzte Forme! 
mathematisch zu erfassen suchte.  Beziiglich weiterer Einzelheiten 
sei auf die zusammenfassende kritische Darstellung des einen von uns 
verwiesen?). Mit Riicksicht darauf sei hier nicht naiher auf die Berech- 
tigung der Anwendung dieser Forme! fiir das Pflanzenwachstum ein- 
gegangen, zumal wir an ausgedehnterem Material auf diese Frage 
zuriickkommen werden. Hier sei nur hervorgehoben, daB die Konstante 
dieser Formel, die Wachstumskonstante (s. Rippel), das Charakteristikum 
des betreffenden Wachstumsvorganges darstellt. 

Es ergibt sich daraus die Frage: Ist diese Konstante fiir das 
Gesamtwachstum einer jeden Pflanzenart, fiir das Wachstum einzelner 
Organe, fiir die sonstigen das Wachstum begleitenden Vorginge eine 
jeweils fiir den betreffenden Vorgang feststehende, unverinderliche 
GréBe, oder ist sie je nach den auBeren Bedingungen, unter denen das 


') Th. Br. Robertson, Arch. f. Entwicklungsmechanik 25, 581, 1907. 

*) A. Rippel, Wachstumsgesetze bei héheren und niederen Pflanzen. 
Naturwissenschaft und Landwirtschaft, 1924, Heft 4. Herausgegeben von 
Boas. P. Datterer, Freising. 
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Wachstum usw. erfolgt, veranderlich? Wir werden im folgenden sehen, 
daB das letztere der Fall ist. Es ist klar, daB wir damit einen gewissen 
Kinblick in das Ineinander- und Gegeneinanderwirken der verschiedenen, 
die betreffenden Vorginge bedingenden Faktoren gewinnen kénnen, 
eine Verschiebung des physiologischen Gleichgewichtszustandes der 
Wachstumsreaktion, wie man in Anlehnung an derartige der physi- 
kalischen Chemie geliufigen Vorstellungen sagen kann. 

Die vorliegenden Versuche priifen die Wirkung einer verschieden 
hohen Stickstoffernahrung auf den Wachstumsverlauf des Mais, ge- 
messen an dem jeweiligen Gesamtertrag. Sie sollen einen ersten Einblick 
in diese Verhiltnisse gewihren, denen sich weitere Untersuchungen, 
insbesondere auch iiber die entsprechenden Vorgiinge bei Mikro- 
organismen, anschlieBen sollen, bei denen, wie Rippel in der oben 
erwihnten Arbeit bereits betont hat, besonders komplizierte Verhalt- 
nisse vorliegen kénnen, die aber wohl im Prinzip denselben Ursprung 
haben werden wie bei den héheren Pflanzen, was auch die unten S. 136 
gemachten Ausfiihrungen zeigen. 

Die Versuche wurden in ZinkgeféBen angestellt, die innen mit einem 
Anstrich von Eisenlack versehen sind; jeder Topf erhielt 20 kg Sand (kalk- 
haltiger, stickstoffarmer Sand des Leinetales bei Géttingen mit einem 
Wasserfassungsvermégen von 27,3 Proz.).  Beim Fiillen wurde '% Liter 
Wasser, nach dem Fiillen 2 Liter BodenaufguB (um geniigend ammoniak- 
oxydierende Bakterien hineinzubringen, da Ammoniumnitrat gegeben wurde ) 
gegeben. Darauf sofort Einsaat am 5. Mai 1924, und zwar kleiner gelber 
Tiroler Cinquantinomais, bezogen von Haage und Schmidt in Erfurt, pro 
Topf 15 Kérner. Leider war das Saatgut ganz auBergewéhnlich schlecht, 
so daB die Keimung etwas unregelmaéBig war. Bei dem Vereinzeln der 
Pflanzen auf je fiinf pro Topf wurde diese UnregelmaBigkeit nach Méglich- 
keit ausgeglichen; doch war es trotzdem nicht zu vermeiden, daB hin und 
wieder ein Keimling verpflanzt werden muBte, da an wenigen Stellen alle 
drei Koérner nicht gekeimt hatten. Diese verpflanzten Keimlinge wuchsen 
gut an und zeigten kein Zuriickbleiben hinter den normalen. 

Am 20. Mai wurde der Wassergehalt des Sandes auf 60 Proz. des 
Wasserfassungsvermégens erhéht. Spiter, als die Pflanzen gréBer wurden, 
erfolgte eine weitere Zulage von Wasser entsprechend dem Frischgewicht 
der Pflanzen bis Periode 4. Von Periode 5 an wurde keine weitere 
Wassergabe mehr zugelegt, was vielleicht nicht ganz richtig war, indes 
hetragen die fehlenden Wassermengen nur etwa 500 cem bei dem héchsten 
Gewicht, was bei einer Gesamtwassermenge von 3300 cem und der schnellen 
Verdunstung kaum etwas ausmachen kann. AuBerdem wurden ja nur 
die beiden letzten Reihen V und VI mit ihrer héheren Produktion davon 
betroffen; ihr Gewicht kénnte also héchstens etwas zu niedrig ausgefallen 
sein. Die Ergebnisse werden also nicht davon beriihrt, da ohne weitere= 
ersichtlich ist, daB Reihe V und VI davon héchstens in einer fiir die 
erhaltenen Ergebnisse ungiinstigen Richtung hiitten beeinfluBt werden 
koOnnen, 

Die Tépfe wurden taglich einmal, an heiben Tagen zweimal begossen; 
durch Wiegen alle 2 bis 3 Tage wurde das Gewicht kontrolliert, wobet 
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sich diese Kontrolle als véllig geniigend erwies, ein tigliches Wiegen also 
nicht notwendig war, was auch noch durch weitere Stichproben, vor allem 
nach dem GieBen ohne Wiegen, sichergestellt wurde. DasGewicht schwankte 
dabei stets nur um + 100g. 

Als Niahrstoffe erhielt jeder Topf 6g KH,PO, und 4g K,S80O, 
mit dem ', Liter Wasser beim Fiillen. Da der Wachstumsverlauf 
bei verschieden hoher Stickstoffernihrung verfolgt werden sollte, 
wurde der als Ammoniumnitrat gegebene Stickstoff in folgender Weise 


abgestuft : 
Reihe I. ohne Stickstoff 
» Il... mit 03g Amoniumnitrat pro Topt 
i: 20¢ ‘ . ia 
aa a 
v2. § @ See = ™ = 
Vion s ~ S28 es ™ , 


Reihe LILI sollte eigentlich 1 g Ammoniumnitrat erhalten, bekam 
aber versehentlich ebensoviel wie Reihe 1V, wie aus den Ertragszahlen 


in Tabelle I hervorgeht. 





Tabelle I. 
: 25. V. 7. VI. 21.Vi. | iV. | WV) (24 VE | 4 EX 
Datum der Ernte . 1924 1924 1924 1924 1924 1924 1924 
Zeit in Tagen . . . 12 25 39 49 59 72 113 
Zeit in Perioden. . 1 2 3 4 5 6,23 05 
Reihe I { 046 2 60 5,95 8.6 118 14,2 | 165 
— | £0017 +022 +029 +094 +084 +038 ) *" 
Ul , 059 4.03 918 44 22.0 30,1 || oe 
| +0071 +031 4038 4084 {028 +1,70 | *" 
ill | 0.90 7.08 30,33 50,2 678 84.5 ) 913 
(+0059 +028 4193 4041 4504 4267 5 “” 
IV | 0,98 7,70 29,10 47,1 68.8 778 | 84.4 
{£0,072 +039 +163 +167 $331 +568 | ’ 
Vv | 0.95 7.88 31,18 66,0 106.2 123.3 | 143.8 
(+0073 +084 +061 +7,21 | +628 +382 | 
VI ; 095 7,33 31,10 704 1263 175,48 | ong 5 
| +0059 +058 +203 4667 +628 +999 )7"” 
Einsaat 5. V. Aufgang 13. V. 


Tabelle I enthalt zuniachst das jeweils zu den verschiedenen 
Vegetationsperioden erreichte Trockengewicht (absolut trocken), wobei 
nur die oberirdische Pflanzenmasse beriicksichtigt ist. Da die Pflanzen 
und einzelne Tépfe, wie erwahnt, infolge des schlechten Saatgutes 
nicht schén ausgeglichen aussahen, so haben wir bei der Ernte darauf 
geachtet, stets einen Mittelwert zu nehmen, indem wir bei den jeweils 
vier Parallelen je einen guten, einen schlechten und zwei Tépfe mittleren 
Standes ernteten, womit am einfachsten und ohne allzu grobe Willkiir 
derartige UnregelmaBigkeiten im Stande ausgeglichen, d. h. gleich- 
maBig verteilt werden kénnen. 
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In dieser Tabelle | sind die Zeiten, zu denen die jeweilige Ernte 
vorgenommen wurde, einmal in Tagen, das andere Mal in Perioden 
angegeben. Der Verlauf des Wachstums kann nur dann richtig erfalt 
werden, wenn wahrend seiner ganzen Dauer konstante Bedingungen 
herrschen. Das ist offenbar bei Versuchen, bei denen die Tépfe im Freien 
stehen miissen, naturgemaiB nicht méglich, wenn die Zeit einfach nach 
Tagen gezihlt wird. Mitscherlich') ist daher so vorgegangen, daB er 
das Wachstum selbst als Mafbstab nahm und jede Periode so wahlte. 
daB er beispielsweise bei der Erbse von der vollstandigen Entwicklung 
des die erste Wickelranke tragenden Blattpaares bis zur vollstandigen 
Entfaltung des vierten Blattpaares rechnete. Wir benutzten prinzipiell 
dasselbe Verfahren, als Indikatorpflanze jedoch Hafer. Jede Periode 
wurde gemessen von dem Augenblick an, in dem eben die Spitze des 
zweiten Blattes erschien, bis zu dem Erscheinen der Spitze des vierten 
Blattes. Allerdings zeigt eine Beobachtung der Pflanzen, daB dieser 
zweite Zeitpunkt auch bei gleichmaBbigster Keimung und Gleich- 
maBigkeit des ersten Zeitpunktes bei den verschiedenen Individuen 
sehr abweicht; der Unterschied kann | bis 2 Tage betragen. Wir sind 
daher so vorgegangen, dai wir stets mindestens drei Pflanzen beob- 
achteten und die Periode nach der mittleren Entwicklung wiahlten. 
Aber auch so war das Ergebnis nicht besonders befriedigend, wie weiter 
unten noch auszufiihren sein wird. Die zur Beobachtung benutzten 
Haferpflinzchen standen stets zur Verfiigung, da alle 2 Tage neue 
Haferkérner gelegt wurden; als Substrat dienten dazu Blumentépfe 
mit Ackererde. 

Bevor wir nun auf die Berechnung der Kurven eingehen, miissen 
wir noch auf folgenden Punkt aufmerksam machen: Mitscherlich hat 
die Forderung gestellt, es miisse von dem jeweiligen Ertrag die Aussaat 
abgezogen werden. Demgegeniiber hat der eine von uns betont, dab 
dies nicht richtig sei, da in der ersten Zeit des Wachstums dann ein 
negativer Wert herauskommt, was selbstverstindlich eine Unmdglich- 
keit ist. Das zeigt sich auch bei unseren Versuchen. Es wogen fiinf 
Maiskérner 0,63 g oder Trockensubstanz (bei 12 Proz. Feuchtigkeit) 
0,55 ¢ gegen gefunden bei Periode 1: 0,46 + 0,017 g, was also noch 
nach 12 Tagen ebenfalls einen negativen Erfolg ergibt und somit un- 
mdéglich ist. 

Rippel hat (l.c.,) nun folgende Uberlegung angestellt: Wenn 
iiberhaupt die Forderung nach einem Abzug gestellt wird, so kann 
nur so viel an Pflanzenmasse dafiir in Betracht kommen, wie an 
oberirdischer Masse, die wir hier ja nur_ beriicksichtigen, allein 
aus dem in den Samen aufgespeicherten Reservestoffmaterial ent- 


') EB. A. Mitscherlich, Landw. Jahrb. 58, 167, 1919. 
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stehen kann. Diese Menge laBt sich aber durch Kultur unter Licht 
abschluB leicht ermitteln. Wir siten also Maiskérner in Vegetations 
gefiBe mit dem gleichen wie zu den Versuchen benutzten Sande und 
stellten Lichtabschlu8 durch Uberstiilpen eines leeren Topfes her. 
Nach einer Periode, ebenfalls, wie oben gesagt, am Hafer gemessen 
(21. Juli bis 3. August 1924), wurde die oberirdische Trockensubstanz 
bestimmt: 108 Pflanzen ergaben 3,6g Trockensubstanz, also pro 
Topf mit fiinf Pflanzen 0,17 g. Dieses Gewicht von 0,17 g wurde nun- 
mehr zur Berechnung der Kurven von dem jeweiligen Ertrage abgezogen. 
Ob tatsachlich eine Berechtigung dazu vorliegt, soll spiter noch dis- 
kutiert werden. Weiter wie bis zum AbschluB der ersten Periode wurde 
das Wachstum dieser etiolierten Pflanzen nicht mehr verfolgt, weil 
einmal das Gewicht zu dieser schon weiter vorgeschrittenen Zeit nicht 
mehr ins Gewicht fallt und ferner die etiolierten Pflanzen bei AbschluB 
der ersten Periode bereits zu krinkeln beginnen. 

Tabelle Il zeigt nunmehr das Ergebnis dieser Berechnungen. 
Hierbei wurde von Reihen IIT und IV, die ja gleiche Stickstoffmengen 
erhielten, das Mittel genommen. Die Berechnung geschah also mittels 
der Robertsonschen Kurve 

y . 

r— 2 log A-—y K, 

wobei y den zur Zeit x erreichten Ertrag, A den Endertrag, x, diejenige 
Zeit bedeutet, zu der die Hialfte des Ertrages erreicht ist. Die An- 
passung an die Formel zeigt sich in dem Verhalten der Konstanten 4, 
deren jeweiliger Wert in der Tabelle II fiir jeden 2 y-Wert angegeben 
ist. «, wurde durch Interpolation aus den beiden der Halfte des End- 
ertrages A benachbarten Werten bestimmt; da die Kurve an dieser 
Stelle praktisch eine gerade Linie darstellt, ist das ohne weiteres 
méglich. 

Das Ergebnis hingt sehr von der Wahl des Endwertes 4 ab, der 
sich bei derartigen Versuchen ja nicht genau bestimmen laBt, sondern 
das Mittel aus vier hier nicht immer sonderlich tibereinstimmenden 
Parallelen darstellt; tiber die GréBe der Schwankung unterrichtet 
Tabelle I. Leider wurden bei der letzten Reriode versehentlich die 
vier Parallelen zusammengeworfen; doch zeigen die tibrigen Zahlen 
die ungefahre GréBenordnung der Schwankungen. 

Um nun jede Willkiir auszuschalten, haben wir den tatsichlich 
gefundenen Endwert als A angenommen, also darauf verzichtet, dieses 
A zu verschieben, um eine bessere Anpassung zu ermdglichen, eine 
Verschiebung, die ja nach oben oder nach unten infolge der groBen 
Schwankungen mdéglich wire. Hierdurch glauben wir das Ergebnis 
einwandsfrei gesichert zu haben. 
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Tabelle 11. 
xc = Vegetations- K T 
perioden age K 
Reihe I. 
0.29 l 0.593 12 0.0476 
2.43 2 0.398 25 0.0315 
5.78 3 0.290 30 0.0290 
8.45 4 0,282 49 0.0282 
11,63 5 0.358 59 0.0358 
14.03 6,23 0.338 72 0.0327 
A 16,33 (7.8) — (5) -- 
Reihe II. 
042 l 0.558 12 0.0463 
3.83 2 0.347 25 0.0322 
9.03 3 0.320 39 0.0320 
14,23 4 O.379 49 0.0379 
21,83 5 O389 59 0.0389 
29,93 6,23 0.432 72 0.0410 
A 27,43 
angenommen 34,93 (8.86) ae (106.6) - 
Reihe LIT/IV. 
O75 l O75! 12 0.0599 
7,23 2 0.595 25 0.0448 
29.53 3 0.388 39 0.0388 
48,43 4 0.378 49 0,0378 
68,13 5 0,436 59 0.0436 
80.83 6,23 0,433 72 0.0421 
A $7,73 (7,52) _- (93,2) oe 
Reihe V. 
0,78 I 0,719 12 0,0588 
7.73 2 0.579 25 0.0488 
31,03 3 0.487 39 0,0487 
65.83 4 0,490 49 0.0490 
106,03 5 0,529 59 0,0529 
123,13 6.23 O.374 72 0.0362 
A — 143,63 (8,30) — (101.0) — 
Reihe VI. 
0.78 ] 0.663 12 0.0557 
7,16 2 0,547 25 00476 
30,93 3 0.460 39 0,0460 
70,23 4 0.468 49 0.0465 
126,13 5 0,456 59 0.0455 
175,23 6,23 0.406 72 0.0389 
A 216,33 (9,36) — (111.6) — 





In dieser Tabelle I ist zunachst die Berechnung mit x — Vege- 


tationsperioden durchgefiihrt, sodann mit « = Tagen. Die Konstanten 


zeigen z. B. in Reihe V (weniger in Reihe VI) einen sehr starken Abfall 
Durch niedrigere Wahl von A kénnte dies aus- 


bei dem letzten x. 
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geglichen werden; es sollen jedoch, gem’ dem eben Gesagten, nur 
die Originalzahlen Beiircksichtigung finden. Da wir bei niedrigerem A 
zu héheren Konstanten kimen, so rechnen wir also fiir das unten 
folgende Ergebnis ungiinstig, was ebenfalls die Beweiskraft erhéht. 

Bei Reihe Ll ferner war der Endwert niedriger als der vorher- 
gehende Wert, was bei derartigen Versuchen leicht vorkommen kann. 
Hat man z. B. eine Schwankung von 8 Proz., so kann gegen Ende 
des Wachstumsverlaufes dieser Fall eintreten, da die Trockensubstanz 
prozentual nur mehr sehr wenig zunimmt. Am Anfang dagegen, bei 
grober prozentualer Steigerung, verschwinden derartige Fehler in der 
intensiven Substanzzunahme. Wir haben, um auf diese Reihe nicht 
zu verzichten, A so angenommen, dab es im Vergleich zu der vorher- 
gehenden Periode etwa die gleiche prozentige Steigerung zeigte wie in 
den anderen Reihen, und zwar 15 Proz.; also 29,93 + 15 Proz. (= 5g) 

34,93. Durch eine noch etwas héhere Wahl von A hitte auch hier 
eine noch bessere Anpassung (unter Erniedrigung der Konstanten) 
erzielt werden kénnen; wir wollen aber auch hier mit diesem fiir unsere 
SchluBfolgerungen ungiinstigen Fall rechnen. 

Was nun bei Vergleich der beiden Berechnungsarten (2 — Vege- 
tationsperioden bzw. Tagen) auffallt, ist, daB bei beiden die erste 
Konstante viel zu hoch ausfallt, waihrend die iibrigen eine leidliche 
Ubereinstimmung zeigen; jedoch fallt bei «2 — Vegetationsperioden 
auch noch die zweite Konstante zu hoch aus. Das miiBte also besagen, 
daB in unserem Falle die Berechnung nach Tagen ein besseres Bild 
gibt als die Berechnung nach Vegetationsperioden, wie sie oben definiert 
wurden; was darauf hindeuten kénnte, daB diese letztgenannte Messung 
der Zeit doch nicht ganz zutreffend ist. Wir wiirden somit hier fest- 
stellen, daB die Haferperioden in den beiden ersten Stadien des Mais- 
wachstums zu kurz ausgefallen sind gegeniiber der Zahlung nach Tagen, 
was eben, wie man sich leicht durch Ausrechnen klarmachen kann 
zu einer zu hohen Konstantenzahl fiihren mub. Es ist nun sehr leicht 
méglich — und nach dem Vorliegenden wahrscheinlich —, da eben 
Hafer an etwas niederere Temperaturen angepaBt ist wie Mais, weshalb 
eben die Haferperioden beim jungen Mais bei noch etwas niedererer 
Temperatur zu kurz ausfallen miissen. Auch kommt noch hinzu, dab 
sich Unterschiede besonders in der ersten Zeit des Wachstums mit 
groBer prozentiger Steigerung bemerkbar machen werden (s. oben). 
Es wire natiirlich besser gewesen, die Perioden durch Mais selbst zu 
messen. Jedenfalls aber bedarf dieser Punkt bei kiinftigen Versuchen 
eingehender Beriicksichtigung. 


Selbstverstandlich konnte auch die oben 8S. 136 erwahnte Un- 
regelmaBigkeit in dem Wachstum des Hafers Schuld an dieser Er- 
scheinung sein. 
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Es sei noch darauf aufmerksam gemacht, dab bei Zahlung nach 
Tagen die Perioden fast gleich sind, von den beiden ersten Gliedern 
abgesehen. Denn es entspricht 


Periode . . . 1 2 3 4 5 6,25 
Differenz .. 1 #+F +8 =F 123 
Teee ... 8B @& 39 49 59 72 
Differenz .. 190 140 1 +1 2130. 


Der Verlauf des Wachstums wird also gar nicht sehr erheblich 
wahrend der Vegetationsperiode von den iuBeren klimatischen Faktoren 
beeinfluBt, weshalb man auch, worauf wir schon an anderer Stelle’) 
hingewiesen haben, z. B. bei Gerste fiir die verschiedensten Jahre 
und Versuchsansteller nicht wesentlich verschiedene Konstanten findet : 
natiirlich spricht das auch, gemi} dem weiter unten Gesagten, fiir 
eine ziemlich gleichartige Ernahrung. Wir stellten dort fest: 

Freilandversuche Breslau 1918 . . . . 0,0490 
919 2... . 0.0462 
a e 1920... , 0.0404 
GefaBversuche Scholz . .... . . . . O0418 
Freilandversuche ., fe - & «4 eee 


” 


Aus den oben in Tabelle Il angegebenen Konstanten berechnen 
wir nun das Mittel, wobei aber der erste Wert weggelassen sei; wir 
kommen gleich darauf noch zuriick. Es ergeben sich die in Tabelle II 


Tabelle I]!. 





Reihe Vegetationsperioden r = Tage Schwankung 
h hk Proz. 
I i] 00260 + 0,001 30 0.0301 = 0,000 95 31 
I] 0.0330 + 0,001 23 0.0388 + 0,001 59 1.1 
IIIV 0,0335 + 0,001 95 0,0386 + 0,001 00 *) 26 
Vv 0,0408 +- 0,001 80 0.0476 + 0,001 93 4.1 
VI 0.0438 + 0,001 30 0.0502 + 0,001 16 23 


wiedergegebenen Zahlen, wobei das Mittel fiir beide x ausgerechnet 
ist; man sieht, daB die Ergebnisse nur wenig abweichen. Der Mittel- 
wert ist natiirlich mit einer ziemlich groBben Schwankung_ behaftet 
wie die Prozentzahlen fiir das K bei x — Tagen zeigen. Doch liegen 
die Differenzen auberhalb der wahrscheinlichen (nach dem Fehler- 
fortpflanzungsgesetz berechneten) Schwankungen, aufer, wenn zwei 
Werte zu nahe aneinander liegen. Fiir die beiden extremen Werte 
ergibt sich z. B. die Differenz 0,0201 + 0.00149, so daB hier die wahr- 


1) Th. Pfeiffer und A. Rippel, Journ. f. Landw. 1921, S. 137. 

2) Die Einzelberechnung der Konstanten von IIT und IV ergab im 
Mittel (mit Ausnahme der ersten Konstanten) 0,0388 bzw. 0.0398, also 
genau denselben Wert, wiederum ein Beispiel dafiir, da® es sich bei allen 
diesen Zahlen um keine Zufallsergebnisse handelt. 
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scheinliche Schwankung das 13,5fache der Differenz betragt. AuBer- 
dem steigen die Konstanten allmahlich an mit steigender Hohe der 
Stickstoffzufuhr. Allerdings fallt die Konstante der Reihe II insofern 
etwas aus dem Rahmen heraus, als sie gleich der von Reihe LIL/IV 
ist; wir hatten jedoch oben gesehen, daB innerhalb dieser Reihe 
(Tabelle IL) die Konstanten stetig nach dem Endwert zu ansteigen, 
so daB A hier wohl noch etwas héher angenommen werden kénnte, 
wodurch die Konstanten kleiner werden und somit zwischen denen 
von Reihe I und Reihe IIL/IV liegen miissen. Wir haben jedoch auch 
hier, um jeden Schein der Willkiir zu vermeiden, unsere urspriingliche 
Annahme stehenlassen. 

Bevor wir uns nun mit dem Sinn dieser Verschiedenheit der Kon- 
stanten beschaftigen, miissen wir noch die erste Konstante jeder Reihe 
betrachten, die ja stets viel zu hoch ausgefallen ist (s. dazu Tabelle IV). 
Nun hat dereine von uns!) bereits darauf hingewiesen, dal} die Robert- 
sonsche Formel den Wachstumsverlauf nicht ganz richtig wiedergibt, 
wenn A sehr klein wird; es wird betreffs niherer Angaben auf die 
zitierte Stelle verwiesen. Man kann diesen Fehler durch Subtraktion 
des Ausdrucks ” —*! 
| 
Zahlen ausgleichen, wie es in der mittleren Reihe der 'Tabelle LV ge- 
schehen ist. Man sicht, dab sich die Werte jetzt dem Mittel der iibrigen 
Konstanten nahern, aber bei allen Reihen noch etwas zu hoch sind. 
Es miiBten die y-Werte fiir die erste Periode noch héher sein, damit 
die erste Konstante dem Mittel der tibrigen sich weiter naherte. 


Tabelle IV. 


(4 — A,) von den experimentell gefundenen 


‘ 





Reihe I Il HLIV vV VI 


Konstante des 1. Wertes unkorrigiert | 0,0470 0.0494 | 0.0558 0.0594 0.0622 
= “s ; korrigiert . 0.0367 0.0432 0.0474 0.0541 0.0565 
Mittel der iibrigen Konstanten. . . | 0,0301 0,0388 | 0.0386 0.0476 | 0.0502 


Nun haben wir von unseren experimentellen Zahlen noch die 
oberirdische Trockensubstanz der etiolierten Pflanzen mit je 0,17 ¢ 
abgezogen. Wiirde man das unterlassen, so wiirde eine weitere An- 
naherung erzielt. Es soll jedoch darauf verzichtet werden, diese Beob- 
achtungen hier weiter zu diskutieren, da hierzu erst gréBeres und 
besseres Material vorliegen muB. Wir denken bei spiteren Unter- 
suchungen darauf zuriickzukommen. 

Im Anschlu8 an die vorstehenden Ausfiihrungen muB noch auf 
einen Punkt aufmerksam gemacht werden: Wie Tabelle Il ausweist, 
sind die Endzeiten unserer Kurven, also die Zeiten des Maximal- 


1) le. 
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ertrages, sehr verschieden. Diese Verschiedenheit riihrt daher, dai 
diese Endzeiten nach der Zeit des halben Maximalertrages (also 2,, 
gemaB der Definition in der Robertsonschen Formel) angenommen 
wurden. Da wir in den vorliegenden Versuchen, wie eingangs erwahnt, 
mit groben Versuchsfehlern zu kimpfen haben, so laBt sich nicht ohne 
weiteres sagen, ob diese Verschiedenheit daher riihrt oder im Wesen 
der Kurven begriindet ist. 

Dieses letztere ist allerdings kaum anzunehmen, da die Ver- 
schiedenheit der Endzeiten keine Regelmabigkeit zeigt, sondern offenbar 
rein zufallig schwankt, wihrend ja die Konstanten eine strenge Regel- 
maBigkeit (Steigen mit héherer Stickstoffzufuhr) erkennen lassen. So 
ist die Konstante bei Reihe I auBerhalb der dreifachen wahrscheinlichen 
Schwankung, wie man aus Tabelle II] ohne weiteres sieht, kleiner als 
in Reihe ILL/1V, die Endzeit bei Reihe I gréBer. Das Umgekehrte 
(kleinere Konstante bei kleinerer Endzeit) ist beim Vergleich von 
Reihe III/IV mit Reihe V der Fall. Woraus sich mit aller Deutlichkeit 
ergibt, dab die Konstanten nicht wesentlich von der geschilderten 
Erscheinung beriihrt werden. 

Auch mit der tatsiichlich beobachteten Lange der Vegetationszeit 
stehen unsere angenommenen Werte nicht in passendem Zusammen- 
hang. Die Endzeit ist in Reihe I fiir Tage zu 96 berechnet, in Reihe VI 
zu 111,6, wahrend die Beobachtung zeigte, daB umgekehrt das Wachstum 
der Reihe VI friiher abgeschlossen war, die Pflanzen friiher abgestorben 
waren als in Reihe I (eine Beob- 
achtung, die iibrigens gar nicht 
mit der sonst als feststehend an- 
genommenen Verlingerung des 
vegetativen Wachstums durch 
hohe Stickstoffzufuhr itiberein- 
stimmt). 

Es ist jedoch nach dem Ge- 
sagten nicht anders méglich, als 
diese Verschiedenheit der End- 
zeiten einstweilen als durch die 
unvermeidlichen Versuchsfehler 

~ OS L bedingt hinzunehmen. 

» i «' z Ms 3 ' os Wir wenden uns also zu der 
Abb 1 Rane bel 04 (empscer) ond bo $t Frage, welches der physiologische 
Héchstbetrages und der Maximalzeit (Ertrag euf ~~ Sinn des geschilderten Verhaltens 
Ordinate, Zeit aut Abszisse) * "4 " A 

der Konstanten, des Steigens bei 

steigender Stickstoffzufuhr, ist (Abb. 1). Um die Mittelkonstante zu 
berechnen, haben wir die Zeit auf gleichen Nenner gebracht, indem 
x fiir y = A gleich 100 gesetzt wurde. Fiir die Formel braucht das 
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mit dem Ertrage y nicht durchgefiihrt zu werden, da der Ausdruck 
rea > schon diesen relativen Wert darstellt. Fiir die graphische Dar- 
stellung dagegen muB die Umrechnung selbstverstandlich durchgefiihrt 
werden, indem A = 100 gesetzt wird. Abb. 1 gibt so den Verlauf des 
Wachstums in Reihe I (ausgezogene) und Reihe VI (gestrichelte Kurve) 
wieder, und zwar nach den experimentell gefundenen x- und y-Werten: 
nur x fiir y = A mubte natiirlich nach den Zahlen in Tabelle II ange- 
nommen werden. Die Endwerte von x und y sind natiirlich 100 
gesetzt. 

Man sieht, daB die Kurve der héchsten Stickstoffreihe tiefer aus- 
gebuchtet ist als die der niedrigsten Stickstoffreihe. Die tibrigen liegen 
dazwischen, sind aber nicht mit gezeichnet, da sie sich zu sehr an- 
einanderdrangen und ein Zeichnen kaum méglich machen wiirden. 
Die Konstanten driicken diese Tatsache so aus, dab die Kurve um so 
tiefer ausgebuchtet ist, je héher die Konstante ist (natiirlich bezogen 
auf relative x- und y-Werte, da sonst ein Vergleich ja nicht méglich 
ware). In Zahlen bedeutet das, wie Tabelle V noch zeigen mége, dal} 
unterhalb des Umkehrpunktes der Kurve (4/2, x,) der prozentische 
Trockensubstanzertrag zu einem bestimmten Zeitpunkt bei héherer 
Konstante geringer ist als bei niederer, wihrend oberhalb des Umkehr- 
punktes sich diese Verhiltnisse umdrehen. 





Tabelle V. 
Reihe I. 
ee 12.5 26,0 40.6 51,0 615 75,0 
Mrtvrawg .... 18 14.9 35.4 51.6 712 86.0 
Reihe VI. 
as ae 10,8 224 35.9 43,9 52,9 64.5 


PONNE 4.4 « 0.4 3,3 14,3 32.5 58,3 81,0 
*) Tage mit dem in Tabelle II stehenden Endwert. 


' 


Diese verschiedene Kriimmung der Kurve bzw. die Veranderlich- 
keit der Konstanten zeigt uns nun einen verinderten Gleichgewichts- 
zustand der Wachstumsreaktion an. Diese Reaktion setzt sich zu- 
sammen aus férdernden und hemmenden Momenten (es sei beziiglich 
ausfiihrlicherer Darstellung auf Rippel verwiesen). DemgemiB wire 
also anzunehmen, daf dieser verinderte Gleichgewichtszustand der 
Ausdruck einer Verschiebung zwischen den férdernden und hemmenden 
Faktoren wihrend des Wachstumsverlaufes ist; wir wollen daher ver- 
suchen, unsere Kurven von diesem Gesichtspunkte aus zu betrachten. 

Waren bei der verschieden hohen Stickstoffernahrung die Kon- 
stanten gleich, so wire also die zu gleichen Zeiten erreichte Trocken- 
substanzproduktion ebenfalls gleich. Man kann nun den jeweils zu 
einer bestimmten Zeit erreichten Gleichgewichtszustand, d. h. die 
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Hohe der Trockensubstanzproduktion, unter dem EinfluB variabler 
Mengen eines Nahrstoffaktors vermittelst der von Mitscherlich an- 
A—y 
Rippel verwiesen, welche Anschauung sich nicht mit der Mitscherlichs 
deckt), worin 2 die variable Menge des Nahrstoffs mit dem zugehérigen 
Ertrage y, A den Héchstwert bedeuten. Wir nennen A die Ertrags- 
konstante im Gegensatz zur Wachstumskonstanten. Mit dieser Forme] 
laBt sich also in unserem Falle die Abhangigkeit des Ertrages von der 
Hohe der Stickstoffernahrung zu jedem gegebenen Zeitpunkt ausdriicken. 

Waren nun die Wachstumskonstanten unserer Kurven gleich, 
so miiBten, wie man ohne weiteres sieht, auch die Ertragskonstanten 
der jeweiligen Zeitquerschnitte untereinander gleich sein, da dann 
ja alle Wachstumskurven — bei prozentiger Umrechnung — in eine 
einzige zusammenfallen. Das ist aber nicht der Fall; auch die Ertrags- 
konstanten sind wahrend der einzelnen Wachstumsperioden  ver- 
schieden. Tabelle VI zeigt zunachst an einem konstruierten Beispiel, 
wie der prozentische Umsatz fiir verschiedene Ertragskonstanten ist: 


Tabelle VI. 


gebenen Formel log K ausdriicken (auch hieriiber sei auf 
x 





a y tir A 0,05 wv tir K = 0,10 y fir K = 0,20 Formel 

l 10.9 20.6 36.9 l 100 . 
5 43.8 68.4 0.0 ; “ma, "* 
10 684 90.0 99.0 ‘ 


Tabelle VII. 





+ = g Ammonium: wy bei Periode 


ae 1 2 3 4 5 6,23 95 
0 37,2 34.0 18.7 12.0 9,2 8.0 75 
03 53.9 53.5 29.2 20.3 17,3 17,0 | (12,7) 
2.0 96,2 101.0 95.5 68,9 54.0 46,1 40.5 
3.5 100.0 108.0 100.3 93,7 84,1 703 664 
6.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 


*) Angenommene Zahl. 


Tabelle VIII. 


04 0.505 | 0.451 0,225 0,139 0.105 0.091 0,085 
0.7 0480 | 0475 0.214 0141 0.118 O17 — 

24 0,592 a 0.561 0.211 0140 0112 0,094 
3.9 ons ome — 0.308 0.205 0.135 0,147 


Wir sehen also, daB bei der Ertragskonstanten die prozentige 
Trockensubstanzerzeugung fiir die Nahrstoffmenge x um so geringer 
ist, je kleiner die Ertragskonstante ist. Demgegeniiber seien in 
Tabelle VIL die prozentigen Ertragszahlen unseres Versuchs zu den 
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jeweiligen Zeitabschnitten gestellt. Man sieht beim Vergleich von 
Tabellen VI und VII ohne weiteres, daB bei unseren Versuchen die 
Ertragskonstante mit zunehmendem Alter der Pflanzen abnehmen 
mub; die prozentige Trockensubstanzerzeugung fiir eine gegebene 
Nahrstoffmenge (hier Stickstoff) ist dann immer geringer. An der 
GesetzmaBbigkeit in dem Verhalten dieser Zahlen zeigt sich das mit 
wiinschenswerter Deutlichkeit. SchlieBlich sind in Tabelle VIII noch 
die Ertragskonstanten fiir jede Wachstumsperiode angegeben, die nach 
der obigen Mitscherlichschen Formel berechnet wurden. Auch hier 
wurde darauf verzichtet, eine Verschiebung von A zur Erzielung einer 
besseren Anpassung vorzunehmen, um jede Willkiir auszuschalten. 
Fiir die Stickstoffgabe 0 wurden 0,4g Ammoniumnitrat eingesetzt. 
Diese Zahlen decken sich véllig mit dem, was aus den Zahlen der 
Tabelle VIL zu entnehmen ist: Die Ertragskonstante sinkt mit zu- 
nehmendem Alter. 

Mit zunehmendem Alter sind also immer gréBere Nahrstoffmengen 
zur Erzielung einer relativ gleichen Trockensubstanz notwendig; oder, 
wenn wir den Begriff der Nahrstoffeinheit nach Baule (auch hier sei 
im iibrigen auf Rippel verwiesen) wihlen: Die Nahrstoffeinheit wird 
mit zunehmendem Alter der Pflanzen gréBer. 

Sie betrigt bei Periode 1 2 3 4 5& 623 95 
in angeniherten runden Zablen 0.3 O03 1,0 15 18 2.2 25g Ammoniumnitrat 

Wenn nun aber die Nahrstoffeinheit in den ersten Perioden des 
Wachstums so viel geringer ist als spiter, so kann das nichts anderes 
bedeuten, als daB eben zu dieser Zeit die Hemmung durch die steigende 
Stickstoffkonzentration bedeutend erheblicher sein mu8 als spater, 
bzw. die Férderung geringer; denn auch die Ertragskurve erscheint 
ja als die Resultante einer Férderung und Hemmung. Diese Hemmung 
wird spiater also offenbar bis zu einem gewissen Grade tiberwunden, 
wie man daraus ersieht, daB zwischen Periode 2 und 3 ein Abfall in 
der prozentigen Trockensubstanzproduktion einsetzt (in Tabelle VII 
jeweils durch Querstriche kenntlich gemacht), der bis zwischen 
Periode 5 und 6,23 dauert. Spiter wird dieser Abfall wieder geringer, 
so daB offenbar hier wieder die Hemmung iiber die wahrend der mittleren 
Vegetationszeit vorherrschende Férderung die Oberhand gewinnt. Die 
Ertragskonstante mu hier zwar noch sinken, wie die Zahlen ohne 
weiteres zeigen, aber nicht mehr in gleichem MaBe wie vom Beginn 
zur Mitte. 

Man kann sich nun die geschilderten Verhialtnisse am einfachsten 
so vorstellen, daB in den ersten Perioden des Wachstums die gréBere 
Hemmung bei gréBeren Stickstoffmengen dadurch zustande kommt, 
daB die Pflanze die groBen Mengen des gebotenen Nihrstoffes nicht 
zu verarbeiten vermag; ob hierbei die relative Haufung von Stoff- 
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wechselprodukten eine Rolle spielt oder unter Umstanden andere 
Ursachen (s. Rippel), kann hier nicht entschieden werden. Gleichwohl 
bieten aber die groben Nahrstoffmengen der Pflanze geniigend Material 
zu einer absolut gréBeren Trockensubstanzproduktion. Im _ weiteren 
Verlaufe riickt die Hemmung, wie wir aus Tabellen VII und VIII 
gesehen hatten, immer weiter nach den héheren Stickstoffkonzen- 
trationen: Die Pflanze ist durch ihr Wachstum offenbar imstande, 
die schadlichen Einfliisse steigender Konzentration gewissermaBen zu 
verdiinnen. Gegen Ende der Vegetationszeit wird diese Méglichkeit 
des Entwachsens aus dem schadlichen EinfluB der starkeren Kon- 
zentration wieder geringer, vielleicht unter dem EinfluB dieser Kon- 
zentration selber. So treten also die Hemmungsmomente hier wieder 
starker hervor. 

Wenden wir uns nun von dieser Betrachtung der Ertragshéhe in 
ihrer Abhangigkeit von der steigenden Stickstoffzufuhr in den einzelnen 
Zeitabschnitten wieder zur Wachstumskurve, so treten die geschilderten 
Verhaltnisse dort ebenfalls hervor: Wir sehen eben die Anfangs- und 
Endhemmung bei héheren Stickstoffgaben in der tieferen Ausbuchtung 
der Kurve und in dem Steigen der Konstanten sich ausdriicken. 

Es sei hier noch erwahnt, daB bei der Hefevermehrung in Wiirze 
nach Carlson ebenfalls die gleiche Erscheinung zu beobachten war 
beim Vergleich normal wachsender Hefe mit solcher, die in Nahrlésung 
sich vermehrte, der von vornherein Alkohol zugesetzt war. Es ergab 
sich dort (Rippel, |. e.): 


Hefe in Stickstoffatmosphiare . . . K = 0,0239 
» normal in Luft. ...... 0,0279 
mit 15proz. Alkohol . .. . 0,0290 

a ae + - aw ® 0,0336 


Dieses Beispiel zeigt ferner, dab das geschilderte Verhalten der 
Konstanten von der Héhe des Endwertes unabhingig ist. Wahrend 
namlich bei den vorliegenden Versuchen die Konstante mit zunehmender 
(absoluter) Héhe von A steigt, steigt sie bei diesen Hefeversuchen mit 
abnehmender (absoluter) Héhe von A. 

Ferner sei erwaihnt, daB nach den Versuchen von Fraulein Meller!) 
iiber das Wachstum von Bacillus (Proteus) vulgaris in Nahrlésungen, 
in denen dieser Organismus schon einmal gewachsen war, ebenfalls 
diese Hemmung auftrat: Die Kurve des Wachstums ist auch hier, 
bei Verwendung der relativen Werte, tiefer ausgebuchtet als bei Wachs- 
tum in normaler Naihrlésung. Es konnte hier wahrscheinlich gemacht 
werden, daf das Gegenspiel Protease — Antiprotease eine der Ur- 
sachen hierfiir ist. Nach Behandeln einer solchen Nahrlésung im Auto- 
klaven verschwand der Unterschied gegen normal. 


') R. Meller, Centralbl. f. Bakt. IT (im Erscheinen). 
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Es gilt also offenbar ganz allgemein, daB unter der Einwirkung 
derartiger Faktoren, wie in den drei erwahnten Fallen, also aller 
in den Stoffwechsel eingreifender bzw. dabei entstehender Faktoren, 
das physiologische Gleichgewicht gestért ist; und es ist sehr wahr- 
scheinlich, daB irgendwelche Stoffwechselprodukte hierbei eine ent- 
scheidende Rolle spielen, wie besonders in dem von Meller beschriebenen 
Falle wahrscheinlich gemacht werden konnte. Weiter wollen wir jedoch 
diese Zusammenhange hier nicht verfolgen, da erst gréBeres Material 
einen genaueren Einblick wird gewahren kénnen und insbesondere bei 
Mikroorganismen die Verhaltnisse unter Umstanden besonders kom- 
pliziert sind. 

Es sei hier endlich noch kurz darauf hingewiesen, da auch bei 
Enzymreaktionen [man vgl. Fodor')] sich die Geschwindigkeitskonstante 
mit zunehmender Substratkonzentration andert: Die prozentigen 
Umsitze sinken. Es mag jedoch unterbleiben, hier schon die offenbar 
bestehenden Zusammenhange mit dieser Erscheinung klarzulegen. 


Zusammenfassung. 

Es wurde der Verlauf des Wachstums von Mais bei verschiedener 
Hohe der Stickstoffernihrung verfolgt an der Hand der von Robertson 
aufgestellten Wachstumsformel mit den von Rippel angegebenen Er- 
weiterungen. Die mit relativen Werten (Endwert und die zugehérige 
Zeit = 100) verglichenen Kurven zeigen eine um so _intensivere 
Kriimmung, je héher die Stickstoffernahrung ist: Die Wachstums- 
konstante steigt mit steigender Héhe der Stickstoffzufuhr. Das ist 
offenbar eine Folge der Verschiebung des physiologischen Gleich- 
gewichtszustandes der Pflanze, indem in dem aus Férderung und 
Hemmung aufgebauten System die Hemmungen bei héherer Stickstoff- 
zufuhr relativ iiberwiegen. 

Das zeigt sich auch darin, daB der bei verschieden hoher Stickstoff- 
ernahrung zu entsprechenden Zeiten erreichte Ertrag relativ sehr ver- 
schieden ist. Dieser Wert nimmt mit fortschreitender Vegetationszeit 
ab, die Nahrstoffeinheit (nach Baule) wird gréBer. Nach der Mitscher- 
lichschen Ertragskurve sinkt die Ertragskonstante des Stickstoffs mit 
zunehmendem Alter. Auch dies ist eine Widerlegung der Mitscherlich - 
schen Auffassung der Unveranderlichkeit der Ertragskonstanten fiir 
jeden Wachstumsfaktor, welche im Gegenteil cine fluktuierende GréBe 
darstellt und daher nur eine Verwertung in dem von Rippe/ ange- 
deuteten Sinne gestattet. 


') A. Fodor, Das Fermentproblem, 8. 108 ff. Dresden, Th. Steinkopff, 
1922. 
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IV. Mitteilung: 


Der Verwendungsstoffwechsel der Tuberkelbazillen des 
Typus humanus und Typus bovinus. 


Von 
Seigo Kondo (Kanazawa). 


(Aus der bakteriologisch-hygienischen Abteilung des stadtischen 
Hygienischen Universititsinstituts in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 17. Dezember 1924.) 


Die Arbeit von Proskauer und Beck") aus dem Jahre 1894, ,,Bei- 
trage zur Ernahrungsphysiologie des Tuberkelbazillus”, ausgefiihrt unter 
der Leitung von Robert Koch, bildet die feste Grundlage jeder Arbeit 
auf diesem Gebiete. Die Autoren zeigten in ihren mustergiiltigen Unter- 
suchungen, daB der Tuberkelbazillus auf auBerordentlich einfachen 
Nahrbéden zu wachsen vermag. 

Ihre Untersuchungen sind in erfolgreicher Weise von Lockemann®) 
fortgesetzt worden, dem wir Arbeiten, welche vor allem die quantitative 
Seite des Stoffwechsels des Tuberkelbazillus betreffen, verdanken. 

In den letzten Jahren sind von E. Long*) einige interessante Mit- 
teilungen tiber den Verwendungsstoffwechsel siurefester Bakterien 
veréffentlicht worden, die wir schon in unseren friiheren Mitteilungen 
mehrfach erwihnt hatten. Seine Methodik ist aber eine andere und 
die Resultate decken sich daher nicht immer mit den unsrigen. Er 
arbeitet z. B. mit festen Nahrbéden und verzichtet auf Passagen. 

1) Beitrage zur Ernaihrungsphysiologie des Tuberkelbazillus. Zeitschr. 
f. Hyg. u. Infektionskrankh. 18, 1894. 

2) Beitrige zur Biologie der Tuberkelbazillen. Veréffentlichungen der 
Robert-Koch- Stiftung usw. 1918 und 1921; Deutsch. med. Wochenschr. 1913, 
1918 und 1919; Zur Chemie des Tuberkulins. Hoppe-Seylers Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 1911. 

3) The Nutrition of acid-fast Bacteria. The American Review of 
Tuberculosis 5, 1922. Chemical Evidence on the Phylogenetic classification 
of the tubercel bacillus 8, 1923. The Chemistry of tuberculosis. Baltimore 
1923. 
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In der vorliegenden Mitteilung wollen wir die Ergebnisse unserer 
Untersuchung des Verwendungsstoffwechsels des Tuberkelbazillus be- 
sprechen. Da sich, wie vorweg genommen werden mag, im Verwendungs- 
stoffwechsel der beiden Typen des Tuberkelbazillus, des Typus bovinus 
und des Typus humanus, keine Unterschiede ergeben haben, wollen 
wir sie gemeinsam behandeln. 

Eingehend soll der Kohlenstoff- und der Stickstoffstoffwechsel 
der Tuberkelbazillen beschrieben werden. Was den Mineralstoffwechsel 
betrifft, so werden wir ihn in einer spiteren Mitteilung im Zusammen- 
hang mit dem Mineralstoffwechsel anderer siurefester Bakterien be- 
handeln. Die wesentlichsten Ergebnisse dieser Arbeit sind vor langerer 
Zeit von H. Braun und S. Kondo') mitgeteilt worden. 

Die verwendete Methodik ist in friiheren Mitteilungen besprochen 
worden, und wir diirfen deshalb auf die Veréffentlichungen in dieser 
Zeitschrift, Bd. 131, 145 und 146, verweisen. Zuniachst wollen wir 
die Eigenschaften der untersuchten Stamme beschreiben. 


Stamm 1, ‘luberkelbazillus des Typus humanus. Diesen erhielten wir 
von Herrn Prof. Bruno Heymann, dem wir auch an dieser Stelle unseren 
verbindlichsten Dank sagen méchten. Er wichst auf Glycerinbouillon 
und auf Lubenaunihrboden ziemlich iippig, bildet kriimelige Hiutchen, 
bestehend aus schlanken grampositiven und séurefesten Stabchen. Auch 
in der gewéhnlichen Nahrbouillon laBt er sich ziichten. Er wiichst auch 
darin ziemlich tippig. Was die Virulenz fiir Meerschweinchen und Kaninchen 
betrifft, so ist sein Verhalten folgendes: Subkutan infizierte Meerschweinchen 
sterben nach mehreren Monaten an allgemeiner Tuberkulose. Subkutan 
infizierte Kaninchen leben monatelang. Nach 6 Monaten getétet, zeigen 
sie eine starke Schwellung und Verkiésung der der Infektionsstelle zu- 
gehérigen Lymphdriisen. An den inneren Organen sind keinerlei tuber- 
kulése Veranderungen festzustellen. In den verkaésten Lymphdriisen sind 
mikroskopisch reichlich Tuberkelbazillen nachweisbar. 

Stamm 2, Typus humanus. Diesen verdanken wir Herrn Geheimrat 
Kolle und Herrn Prof. Schlossberger. Er zeigt ein gutes und charakteristisches 
Wachstum auf Glycerinbouillon und Lubenaunaihrboden. Auf gewéhnlicher 
Bouillon wachst er sehr kiimmerlich und die Passagen reiBen bald ab. 
Mikroskopisch bestehen die Kulturen aus schlanken, grampositiven und 
siurefesten Staibchen. Subkutan infizierte Meerschweinchen  sterben 
nach 4 Monaten an allgemeiner Tuberkulose. In den Lungenausstrichen 
sind reichlich Tuberkelbazillen nachweisbar. Infizierte Kaninchen leben 
monatelang. Nach 5 Monaten getétet, zeigen sie an der Infektionsstelle 
Driisenschwellung. An den inneren Organen sind keinerlei tuberkulise 
Veranderungen feststellbar. 

Stamm. 3, Typus humanus, den wir uns aus tuberkulésem Sputum 
reingeziichtet haben. Er zeigt auf Lubenaun&hrboden und in Glycerin- 
bouillon gutes und charakteristisches Wachstum. In der gewéhnlichen 
Bouillon wachst er kiimmerlich. Passagen lassen sich in diesem Nahrboden 


1) Der Verwendungsstoffwechsel des Tuberkelbazillus. Klin. Wochen- 
schrift 1924, 3. Jahrg., Nr. 1. 
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nicht durechfiihren. Mikroskopisch verhalt sich dieser Stamm typisch. 
Subkutan infizierte Meerschweinchen sterben in den ersten 2 Monaten 
an allgemeiner Tuberkulose. Subkutan infizierte Kaninchen leben monate- 
lang. Nach 5 Monaten getétet, zeigen sie auBer Schwellung an den der 
Infektionsstelle zugehérigen Lymphdriisen keinerlei tuberkulése Prozesse 
an den inneren Organen. 

Stamm 4, Typus humanus, wurde von uns aus tuberkulésem Sputum 
reingeziichtet. Morphologisch und kulturell auf Lubenau und in Glycerin- 
bouillon typisch. Subkutan infizierte Meerschweinchen sterben nach 
2 Monaten an allgemeiner Tuberkulose. Subkutan infizierte Kaninchen 
zeigen an der Injektionsstelle Abszesse oder verkiste Lymphdriisenpakete, 
die inneren Organe sind aber frei von Tuberkulose. 

Stamm 5, Typus bovinus. Diesen Stamm verdanken wir Herrn Prof. 
Heymann in Berlin. Derselbe wachst auf Lubenauniihrboden und in Glycerin- 
bouillon gut und typisch. In gewohnlicher Bouillon kommt er nur miihsam 
fort und die Passagen reiBen ab. Subkutan infizierte Meerschweinchen 
bleiben mehrere Monate am Leben. Nach durchschnittlich 5 Monaten 
sterben sie. Bei der Sektion waren die Lymphdriisen in der Nahe der 
Injektionsstelle stark geschwollen und verkist. Die Lumbaldriisen waren 
vergréBert, die Milz dagegen hiiufig ohne makroskopische Verinderungen. 
Dagegen waren an der Lunge reichlich Tuberkeln vorhanden. Subkutan 
infizierte Kaninchen lebten einige Monate; nach einem halben Jahre getétet, 
zeigten sie auBer Schwellung der Lymphdriisen an der Injektionsstelle 
an den inneren Organen makroskopisch keine Veranderungen, mit Ausnahme 
der Lungen, in denen sich zahlreiche groBe Knoten befanden, in denen 
reichlich Tuberkelbazillen feststellbar waren. 

Stamm 6, Typus bovinus. Die Kultur verdanken wir Herrn Geheimrat 
Kolle und Herrn Prof. Schlossberger. Wachstum in Glycerinbouillon und 
Lubenauni&hrboden gut und typisch; auf gew6hnlicher Bouillon nur kiimmer- 
liches Wachstum, Virulenz bei subkutaner Injektion sowohl fiir Meer- 
schweinchen wie auch fiir Kaninchen vorhanden. Die Meerschweinchen 
starben nach etwa 4 Monaten an allgemeiner Tuberkulose. Die subkutan 
infizierten Kaninchen starben gleichfalls nach etwa 4 Monaten. Sie zeigen 
an der Infektionsstelle in der Inguinalgegend groBe verkaste Lymphdriisen- 
pakete. An den inneren Organen sind makroskopisch tuberkulése Prozesse 
nicht mit Sicherheit festzustellen, nur in der Lunge zahlreiche groBe, gelblich- 
graue Knoten mit massenhaft Tuberkelbazillen. 


Der Verwendungsstoffwechsel der Tuberkelbazillen. 

Bevor wir auf die Beschreibung des Kohlenstoff- und Stickstoff- 
stoffwechsels eingehen, miissen wir zunachst dariiber berichten, ob der 
Typus humanus und Typus bovinus des Tuberkelbazillus die Ver- 
unreinigungen der Brutschrankluft verwerten kann. Wir haben in 
den vorhergehenden Mitteilungen darauf aufmerksam gemacht, dal 
die siurefesten Saprophyten die stickstoff- und kohlenstoffhaltigen 
Verunreinigungen der Brutschrankluft assimilieren und daB die Kalt- 
bliitertuberkelbazillen und die Hiihnertuberkelbazillen die stickstoff- 
haltigen Substanzen der Brutschrankluft verwerten. Wie verhalten 
sich nun die Tuberkelbazillen’ Wir haben alle Stamme daraufhin 
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untersucht, ob sie in einer Nahrlésung, der wir keinerlei Stickstoffquelle 
zusetzten, bei Zutritt der Brutschrankluft zu gedeihen vermégen, und 
konnten uns davon iiberzeugen, daB es in der Tat der Fall ist'). In 
einer Nahrfliissigkeit, die in 100 com Wasser 0,5 g NaCl, 0,2 g Phosphat- 
gemisch, 0.005 g Magnesiumsulfat und 0,5g Natriumacetat enthielt, 
gediehen die Tuberkelbazillen in Passagen. Besonders gutes und 
iippiges Wachstum war dann feststellbar, wenn wir der Nahrflissigkeit 
als Kohlenstoffquelle statt Essigsiure !. Proz. Glycerin zusetzten. Alle 
Stiimme lieben sich ohne Schwierigkeit in Passagen ziichten. Diese 
Tatsache ist von besonderem Interesse: Alle ernahrungsphysiologischen 
Untersuchungen tiber die Verwertung stickstoffhaltiger Stoffe sind nur 
dann einwandfrei, wenn den Mikroorganismen reine Luft dargeboten 
wird. Die gewéhnliche Brutschrankluft stellt eine wichtige Fehlerquelle 
fiir derartige Untersuchungen dar. Andererseits ist diese Feststellung 
deshalb bemerkenswert, weil sie uns zeigt, wie geniigsam der pathogene 
Tuberkelbazillus ist. Die geringen Mengen stickstoffhaltiger Verun- 
reinigungen der Brutschrankluft vermag er auszunutzen, um daraus 
seinen Kérper aufzubauen! Um was fiir stickstoffhaltige Stoffe es sich 
dabei handelt, vermégen wir nicht zu sagen. Besonders darauf ge- 
richtete Untersuchungen sind im Gange. Am wahrscheinlichsten ist 
es, daB es der Ammoniak ist. 

Die kohlenstoffhaltigen Verunreinigungen der Brutschrankluft ver- 
mégen die Tuberkelbazillen nicht zu verwerten. In einer Nahrlésung, 
die in 1l00cem Wasser 05g NaCl, 0.5g Ammoniumsulfat, 0,005 g 
Magnesiumsulfat und 0,2 g Phosphatgemisch enthalt, kénnen sie sich 
auch nach wochenlanger Bebriitung nicht vermehren. Die Unter- 
suchung des Kohlenstoffverwendungsstoffwechsels ist also auch bei 
Verwendung der gewéhnlichen ungereinigten Brutschrankluft méglich, 
und wir wollen jetzt an die Besprechung desselben gehen. 


A. Der Kohlenstoffverwendungsstoffwechsel der Tuberkelbazillen, 

Bei der Untersuchung der Kohlenstoffquellen gingen wir von einer 
Stammlésung aus. die in 100cem doppelt destillierten Wassers | g 
NaCl, 1g Ammoniumsulfat, 0.01 g Magnesiumsulfat, 0.4 g Phosphat- 
gemisch enthielt. py, nach Michaelis bestimmt, betrug meistens 7,1. 
Iproz. Lésungen der verschiedenen Kohlenstoffquellen wurden zu 
gleichen Teilen mit der Stammlésung zusammengemischt, so dab der 
Prozentgehalt an den verschiedenen Substanzen auf die Halfte der 
Stammlésung gesunken ist. Jede Nahrlésung wurde vor der Benutzung 
auf Reaktion gepriift und, werln nétig, mit n-Sodalésung neutralisiert. 


1) Viele von diesen Versuchen hat Fraulein Dr. R. Goldschmidt aus- 
gefiihrt. 
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Die dargebotene kohlenstoffhaltige Substanz war stets die einzige 
Kohlenstoffquelle. Die Ziichtungen wurden alle bei 37° vorgenommen 
und die Kulturen bis zu 2 Monaten bebriitet. 


a) Verwertung der organischen Sduren. 


Als einfachste Kohlenstoffquelle wurde die Ameisensdure gepriift. 
Als ameisensaures Natrium in !.proz. Konzentration wurde sie weder 
von den Tuberkelbazillen des Typus humanus, noch von den des Typus 
bovinus verwertet. Keiner von den sechs Stimmen lie sich ziichten. 

Die in den vorhergehenden Mitteilungen behandelten saurefesten 
Bakterien verwerteten die Essigsdure als Kohlenstoffquelle. Auch die 
Tuberkelbazillen vermégen die Essigsiure gut auszunutzen. Alle sechs 
untersuchten Tuberkelbazillenstimme lieBen sich in Passagen in einem 
Nahrboden ziichten, der auBer den notwendigen Mineralien Ammoniak 
als Stickstoffquelle und Natriumacetat als einzige Kohlenstoffquelle 
enthielt. Setzte man den Nahrbéden 1 Proz. von Natriumacetat hinzu, 
so war das Wachstum ein schwicheres. Bei 2 Proz. Natriumacetat 
wuchsen die Tuberkelbazillen entweder nur sehr kiimmerlich oder gar 
nicht. Den Stamm | konnten wir innerhalb von 4 Monaten im Acetat- 
nahrboden in fiinf Passagen ziichten, die Stamme 2, 3 und 5 innerhalb 
von 5 Monaten und Stamm 6 innerhalb von 6 Monaten. Zu bemerken 
wire, daB die Uppigkeit des Wachstums bei den verschiedenen Stimmen 
im Acetatnahrboden eine ungleiche war, manche wuchsen sehr gut und 
schnell, wie z. B. die Stamme 1 und 6, in Form eines weiblichen 
Hautchens, andere dagegen langsam und in Form eines zarten Hautchens, 
wie die Stéamme 2 bis 5. Die Stabchen waren morphologisch ohne Be- 
sonderheiten, waren gram- und ziehlpositiv. 

Propionsdure und Buttersdure, in ',proz. Konzentration als 
Natriumsalze, wurden von den Tuberkelbazillen (Stamme 1, 2, 4 und 6) 
nicht verwertet. 

Was nun die Milchsdure betrifft, die wir als milchsaures Natrium 
den Tuberkelbazillen dargeboten haben, so wurde diese von keinem 
der sechs untersuchten Stémme verwertet. Es lief sich zwar in den 
ersten Passagen manchmal ein sehr geringes Anwachsen der Bakterien 
feststellen. Es war aber immer so gering, daB Passagen nicht angelegt 
werden konnten. 

Die Bernsteinsdure, die Apfelsiure, die Weinsdure und die Citronen- 
sdure als Natriumsalze in |, proz. Konzentration wurden von keinem 
der sechs untersuchten Tuberkelbazillenstimme verwendet. Zwar 
war auch hier éfters ein geringes Anwachsen bei der erstmaligen Be- 
impfung in einem solchen kiinstlichen Nahrboden wahrzunehmen, es 
war aber nicht mdglich, Passagen zu gewinnen. 
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Von den untersuchten organischen Sduren der Fettreihe wurde 
demnach von den Tuberkelbazillen nur die Essigsiure als einzige 
Kohlenstoffquelle regelmdfig verwertet. Die héheren kohlenstoff- 
reicheren Sauren wurden dagegen nicht unmittelbar angegriffen. Damit 
soll selbstverstandlich nicht gesagt sein, dab diese Sauren vom Tuberkel- 
bazillus tiberhaupt nicht verwertet werden. Sie kénnen aber nicht 
unmittelbar angegriffen werden. Es miissen zu ihrer Spaltung andere 
Energiequellen zur Verfiigung stehen. 


b) Verwertung von Alkoholen. 


Methylalkohol, Athylalkohol und Amylalkohol wurden von den sechs 
untersuchten Tuberkelbazillenstammen in !.proz. Konzentration nicht 
verwertet. 

Was das Glycerin betrifft, so ist es seit den Untersuchungen von 
Nocard und Roux bekannt, dab es eine fiir Tuberkelbazillen besonders 
gut verwertbare Kohlenstoffquelle ist. Alle sechs Stamme lieBen sich 
auf einem Nahrboden, der die notwendigen Mineralien und Ammoniak 
als einzige Stickstoff- und Glycerin als einzige Kohlenstoffquelle enthielt, 
gut ziichten. Wie bei der Essigsiure, konnten wir auch beim Glycerin 
feststellen, daB in der Verwertbarkeit individuelle Differenzen vorhanden 
sind. Die Stamme 1, 3, 5 und 6 wuchsen in diesem Nahrboden sehr 
gut und bildeten kraftige weiBliche Hautchen. Die Stémme 2 und 4 
wuchsen dagegen sehr viel zégernder und zarter. Verglich man das 
Wachstum der einzelnen Stéamme im Glycerinnahrboden mit dem im 
Acetatnihrboden, so ergab sich folgendes: Der Stamm 1 wuchs sowohl 
mit Acetat wie mit Glycerin gut. Die Staimme 2 und 3 wuchsen sowohl 
im Acetat- wie im Glycerinnahrboden nicht sehr tippig. Der Stamm 5 
wuchs besser mit Glycerin wie mit Acetat. 

Mannit wurde von keinem der sechs untersuchten Tuberkel- 
bazillenstamme als einzige Kohlenstoffquelle angegriffen. 


c) Kohlehydrate. 


Von diesen haben wir zunichst T'raubenzucker untersucht, und 
zwar haben wir alle sechs Tuberkelbazillenstamme auf die Assimilier- 
barkeit des Traubenzuckers gepriift. Sie verhielten sich nicht gleich. 
Deshalb wollen wir die Verwertbarkeit des Traubenzuckers durch die 
verschiedenen Stamme einzeln besprechen. 

Der Stamm 1 wuchs in einem Nahrboden, der '. Proz. Trauben- 
zucker als einzige Kohlenstoffquelle enthielt, nicht sehr iippig, und es 
dauerte meist lingere Zeit, bevor ein deutliches Anwachsen feststellbar 
war. Die Ausdehnung des Hautchens blieb immer eine geringe und die 
Passagen rissen manchmal ab. 
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Der Stamm 2 lie sich ohne Schwierigkeiten in Passagen ziichten. 
Das Anwachsen geschah in relativ kurzer Zeit, und das _ gebildete 
Hiautchen breitete sich tiber die ganze Fliissigkeitsoberfliche aus. 

Der Stamm 3 wuchs im Traubenzuckernihrboden nicht. Bei der 
erstmaligen Beimpfung des Nihrbodens hatte man gelegentlich den 
Eindruck gehabt, als ob sich die Bakterien vermehrt hatten, Passagen 
sind aber nicht gelungen. 

Der Tuberkelbazillenstamm 4 lieB sich im Traubenzuckernahrboden 
ziichten. Das Anwachsen der Kultur lieB sehr lange Zeit auf sich warten 
und die Ausbreitung des Hautchens war eine geringe. 

Der Stamm 5 wuchs mit Traubenzucker als einziger Kohlenstoff- 
quelle sehr kiimmerlich und es lieBen sich nur einige Passagen durch- 
fiihren. 

Stamm 6 wurde im Laufe von 5 Monaten in fiinf Passagen geziichtet. 
Er wuchs 6fters sehr langsam an, aber bei lingerer Bebriitung ent- 
wickelte sich ein kraftiges, die ganze Oberflache der Fliissigkeit be- 
deckendes Hiutchen. 

Wie beim Glycerin sehen wir auch beim Traubenzucker eine indi- 
viduell verschiedene Befihigung zur Assimilation. Einzelne Stamme 
verwenden den Traubenzucker als einzige Kohlenstoffquelle gut, andere 
dagegen assimilieren ihn entweder schlecht oder gar nicht. 

Was Ldvulose und Arabinose betrifft, die wir in '.proz. Kon- 
zentration den Nahrbéden als einzige Kohlenstoffquelle zufiigten, so 
vermochte keiner der sechs untersuchten Tuberkelbazillenstamme diese 
Kohlenhydrate anzugreifen. Zwar hatte man 6fters den Eindruck, 
als ob in der ersten Passage ein geringes Anwachsen stattgefunden 
hatte, doch waren Passagen nicht durchfiihrbar. 


B. Verwertung der Stickstoffquellen. 
1. Ammoniak. 


Wie bereits in der grundlegenden Arbeit von Proskauer und Beck 
angegeben worden ist, vermégen die Tuberkelbazillen Ammoniak als 
Stickstoffquelle zu verwenden. Das haben die Untersuchungen von 
Lockemann, Long und unsere eigenen Erfahrungen bestatigt. Allerdings 
ist in den friiheren Untersuchungen die Fehlerquelle unberiicksichtigt 
geblieben, welche die Brutschrankluft darstellt. Wie in den vorher- 
gehenden Mitteilungen iiber den Verwendungsstoffwechsel der saure- 
festen Saprophyten, der Kaltblitertuberkelbazillen, der Hiihner- 
tuberkelbazillen und auch in dieser Mitteilung iiber menschliche und 
Rindertuberkelbazillen gezeigt worden ist, vermégen diese Mikro- 
organismen, wenn im Nahrboden ausreichende Kohlenstoffquellen bei 
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Fehlen einer Stickstoffquelle dargeboten werden, mit Erfolg die stickstoff- 
haltigen Verunreinigungen der Brutschrankluft auszunutzen. Ist z. B. 
Glycerin als Kohlenstoffquelle im Nahrboden anwesend, dann wachsen 
die Tuberkelbazillen beim reichlichen Zutritt der Brutschrankluft 
ohne Zusatz einer Stickstoffquelle gut. Es bilden sich ausgedehnte 
weiBliche Hautchen. Arbeitet man also nicht mit reiner Luft, so mub 
beriicksichtigt werden, daB nicht nur die im Nahrboden gelieferte 
Stickstoffquelle, sondern auch die Luftverunreinigungen oder sogar 
diese allein die Stickstoffquellen darstellen. Wir méchten aus diesem 
Grunde unsere friihere Angabe, dab die Tuberkelbazillen auch Nitrat 
zu verwerten imstande sind, so lange als nicht sichergestellt betrachten, 
bis die Versuche mit reiner Luft wiederholt sind. 


2. Aminosduren. 

Wie bei der Priifung der anderen siurefesten Bakterien, gingen 
wir auch bei der Untersuchung der Tuberkelbazillen so vor, daB wir 
die Aminosiuren in einer Versuchsreihe als einzige Stickstoff- und 
Kohlenstoffquelle, in einer zweiten Versuchsreihe nur als Stickstoff- 
quelle den Bakterien dargeboten haben. In den zuletzt erwihnten 
Versuchen fiigten wir Natriumacetat oder Glycerin in ',proz. Kon- 
zentration als zweite Kohlenstoffquelle hinzu. Es wurden von uns 
folgende Aminosiuren gepriift: Glykokoll, d-Alanin, asparaginsaures 
Natrium, |-Leucin, |-Tyrosin. Der Nahrboden enthielt in 100 cem 
doppelt destillierten Wassers folgende Stoffe: 0,5 g NaCl, 0,2 g Phos- 
phatgemisch, 0,005 g Magnesiumsulfat und 0,5 g Aminosiure (bei 
|-Tyrosin 0,05 g). In der zweiten Versuchsreihe wurden noch 0,5 ¢ 
Natriumacetat oder 0,5 g Glycerin hinzugefiigt. 

In einem Nahrboden, der Glykokoll, Alanin, Asparaginsaure, 
Leucin und Tyrosin als einzige Stickstoff- und Kohlenstoffquelle ent- 
hielt, lieBen sich die sechs untersuchten Tuberkelbazillenstamme nicht 
in Passagen ziichten. Bei der ersten Beimpfung in einen solchen Nahr- 
boden trat gelegentlich eine geringe Vermehrung ein, sie reichte aber 
nicht dazu aus, Passagen anzulegen. Dieses Ergebnis steht in Uberein- 
stimmung mit einigen Erfahrungen, iiber die Long berichtet. 

Enthielt der Nahrboden auBer der Aminosaure als zweite Kohlen- 
stoffquelle Acetat, so verhielten sich die Staémme folgendermaben: 

Der Stamm | wuchs mit Glykokoll oder Tyrosin als einziger Stick- 
stoffquelle und Acetat als zweiter Kohlenstoffquelle bei der ersten 
Verimpfung an, lie sich aber nicht in Passagen ziichten. Mit Alanin, 
Leucin oder Asparaginsiure und Acetat lieB sich der Stamm 1 ohne 
Schwierigkeit in Passagen ziichten. Das Wachstum war ein recht 


gutes. 
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Stamm 2 gedieh mit Tyrosin und Acetat als zweiter Kohlenstoff- 
quelle nicht in Passagen. Er wuchs zwar gelegentlich in der ersten 
Passage an, aber so kiimmerlich, daB Abimpfungen nicht méglich waren. 
Mit Glykokoll und Acetat lieB er sich in Passagen ziichten, aber die 
Kulturen waren nicht sehr ippig, und es bedurfte einer Zeit von einem 
halben Jahre, um ihn in fiinf Passagen fortzufiihren. Auch mit Alanin. 
Asparaginsaure oder Leucin lieBen sich bei Anwesenheit des Acetats 
Kulturen gewinnen. Bei Alanin und Asparaginsiure war die Kultur- 
ausbeute meist keine sehr gute, dagegen bei Leucin war das Hautchen 
kraftig und die Gewinnung von Passagen machte keine Schwierigkeiten. 
Bei Glycerinanwesenheit wuchs er mit Glykokoll, Alanin, Asparagin- 
sdure gut in Passagen. 

Der Stamm 3 vermehrte sich mit Glykokoll oder Tyrosin und 
Acetat als zweiter Kohlenstoffquelle nicht. Mit Alanin oder Asparagin- 
saure als Stickstoff- und Acetat als Kohlenstoffquelle lieB er sich zwar 
zichten, doch war das Wachstum nur ein geringes. Mit Leucin und 
Essigsiure wuchs er gut und ohne Schwierigkeiten in Passagen. Wahlte 
man Glycerin als zweite Kohlenstoffquelle, so lieBen sich sowohl mit 
Glykokoll, wie mit Alanin, Asparaginsiure, Leucin, Passagen ohne 
Schwierigkeiten gewinnen. Nur mit Tyrosin wuchs der Stamm auch 
bei Glycerinanwesenheit nicht. 

Stamm 4 wuchs mit Glykokoll, Alanin, Asparaginséure und Acetat 
als zweite Kohlenstoffquelle kiimmerlich. Besser war das Wachstum 
mit Leucin und Acetat; kein Wachstum bei Tyrosin und Acetat. Bei 
Glycerinanwesenheit lieB er sich mit den oben genannten Aminosauren 
mit Ausnahme des Tyrosins ohne Schwierigkeit in Passagen ziichten. 


Stamm 5 gedieh mit den Aminosaiuren bei Acetatanwesenheit 
auBerordentlich kiimmerlich und lieB sich nicht in mehreren Passagen 
ziichten. Bei Glycerinanwesenheit lieB er sich mit Alanin, Asparagin- 
saure oder Leucin in Passagen ziichten, wuchs dagegen mit Tyrosin 
nicht. Es ist bemerkenswert, daB sich der Stamm mit Ammoniak und 
Acetat ohne Schwierigkeiten fortziichten lieB, dagegen mit Amino- 
sauren als Stickstoffquelle und Acetat als zweiter Kohlenstoffquelle 
viel schlechter wuchs. Hier war das Glycerin geeigneter. Der Grund 
fiir dieses Verhalten ist schwer anzugeben, und diese Tatsache bedarf 
einer genaueren Untersuchung. 


Stamm 6 war nicht so anspruchsvoll wie der vorher besprochene 
Tuberkelbazillenstamm des Typus bovinus. Er lieB sich bei Acetat- 
anwesenheit mit Glykokoll, Alanin, Leucin in Passagen ziichten; da- 
gegen gelang eine Ziichtung mit Acetat und Tyrosin nicht in Passagen. 
Mit Asparaginsiure und Acetat lie er sich kultivieren, doch war das 
Wachstum kein iippiges. 





Tabelle I. 


Die Assimilierbarkeit verschiedener Kohlenstoffquellen durch den Tuberkelbazillus Typus humanus und bovinus. 
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3. Andere organische Stickstoffverbindungen. 

Von anderen stickstoffhaltigen organischen Verbindungen haben 
wir auf ihre Eignung als Stickstoffquelle Harnstoff und Harnsiure 
geprift. 

Wurde Harnstoff und Harnsdure als einzige Stickstoff- und Kohlen- 
stoffquelle den Tuberkelbazillen dargeboten, so konnte sich keiner der 
untersuchten sechs Tuberkelbazillenstamme vermehren. Den Harn- 
stoff setzten wir der Lésung in ',proz. Konzentration hinzu. Mit 
Harnsiure, die schwer léslich ist, sattigten wir die Nahrlésung. Setzten 
wir als zweite Kohlenstoffquelle Essigsiure hinzu, so konnten sich mit 
Harnstoff die untersuchten Stémme 1, 5 und 6 nicht vermehren. Die 
anderen Stamme wurden nicht untersucht. Mit Harnsaure und Acetat 
wuchsen die Stamme |, 2, 3, 5 und 6 in Passagen. Allerdings war das 
Wachstum haufig ein geringes. 

Wir méchten hier nochmals auf die Tatsache hinweisen, daB die 
stickstoffhaltigen Verunreinigungen der Brutschrankluft mit verwertet 
werden und daB deshalb alle diese Versuche mit stickstoffhaltigen 
Substanzen mit reiner Luft tiberpriift werden miissen. 

In den Tabellen I und II finden sich die Resultate der Unter- 
suchung des Kohlenstoff- und des Stickstoffstoffwechsels der drei 
Typen der Tuberkelbazillen, des Typus humanus, des Typus bovinus 
und des Typus gallinaceus zusammengestellt. 

Uberblicken wir die Resultate, so ergibt sich folgendes: Zwischen 
den drei Typen des Tuberkelbazillus lassen sich prinzipielle Unterschiede 
im Verwendungsstoffwechsel nicht aufdecken. Charakteristisch fiir 
sie ist, daB ihr Verwendungsstoffwechsel auBerordentlich eng ist. Nur 
wenige Substanzen sind es, die sie unmittelbar angreifen kénnen. Be- 
merkenswert ist, daB sie mit sehr einfach gebauten Kérpern auskommen. 

In der nachsten Veréffentlichung wollen wir die Rolle der Wasser- 
stoffionenkonzentration fiir das Wachstum der saurefesten Bakterien 
in kiinstlichen Nahrbéden behandeln. 








Uber Lichtempfindlichkeit des Trypaflavins. 


Vorlaufige Mitteilung. 


Von 
Hanns John. 


(Aus dem Institut fiir Hochgebirgsphysiologie und Tuberkuloseforschung 
in Davos und dem Deutschen hygienischen Institut in Prag.) 


(Eingegangen am 18. Dezember 1924.) 


Nach A. Abelmann') sind namentlich verdiinnte Lésungen von 
Trypaflavin lichtempfindlich. R.Stephan*) setzte Patienten, welche 
Trypaflavin intravenéds bekommen hatten, im Sommer intensivem 
Tageslicht aus und konnte an ihnen die Bildung von vereinzelt, aber 
stark auftretenden Lichterythemen beobachten. 

Aus hier noch nicht zu erérternden Griinden erschien es interessant, 
zuniachst die Wirkung dieses Farbstoffes an unbelichteten und be- 
lichteten Tieren zu untersuchen. 

Das Ergebnis mehrerer diesem gleich verlaufender in Davos an- 
gestellter Versuche sei an nachfolgendem Beispiel mitgeteilt : 

Eine weibe Maus bekam am 4. Marz 1924 11 Uhr vormittags 
0,5cem einer 0,005proz. Trypaflavinlésung (Trypaflavin, L. Casella 
& Co., ,,Fiir intravenése Injektion’) subkutan injiziert. Das Tier 
wurde in einem weitmaschigen Drahtkafig im Freien ins Licht gebracht 
und verblieb dort bis 5 Uhr nachmittags. Die Maus zeigte wihrend 
dieser Zeit kein von der Kontrolle verschiedenes Verhalten. Am 
5. Marz 1924, 449 Uhr vormittags, wurde das Tier tot aufgefunden. 
Sektionsbefund: Gelbfairbung des Magens und Diinndarms, Lunge und 
Leber undeutlich gelb verfarbt. Stiicke dieser beiden Organe wurden 
mit kaltem 96proz. Alkohcl extrahiert. Die filtrierten Lésungen 
fluoreszierten und waren in der Durchsicht rosa, in der Aufsicht hellgriin 
gefarbt. Die Kontrollmaus bekam die gleiche Dosis derselben Lésung, 
wurde sofort ins Dunkle gebracht und blieb am Le ben. Der Urin dieses 
Tieres war gelb gefarbt. Beide Mause zeigten FreBlust. 


1) Pharm. Ztg. 1918, Nr. 45. 
2) Med. Klinik 1921, 8S. 492. 








160 H. John: Uber Lichtempfindlichkeit des Trypaflavins. 


Es liegt nahe, auszusprechen, daB Trypaflavin, subkutan und 
sicher auch intravends appliziert, im Lichte, insbesondere im starken 
Sonnenlicht, bereits in geringen Dosen eine grobe Giftigkeit erlangt. 

Inwieweit Beziehungen zwischen dem Lichte und der chemischen 
Beschaffenheit von Verbindungen, die zur inneren Desinfektion bzw. 
im Sinne von Sensibilisatoren gebraucht werden, bestehen, bildet 
Gegenstand einer Untersuchung. 

Hinzugefiigt sei, daB subkutane Injektionen von 0,5 ccm sowohl 
in Uviolglas als auch in einer Eprouvette durch mehrere Tage belichteten 
sterilen 0,005 proz. Trypaflavinlésung an Mausen nicht tédlich wirkte 
und daB sich Lésungen von Neosalvarsan und Silbersalversan — in 
dosi tolerata — selbst bei nachfolgender starker Belichtung der Versuchs- 
tiere als unschiadlich erwiesen. 








Verfiitterung von Nitroanthrachinon. 
Vorlaufige Mitteilung. 


Von 


Hanns John. 


(Aus dem Institut fiir Hochgebirgsphysiologie und Tuberkuloseforschung 
in Davos und dem Deutschen hygienischen Institut in Prag.) 


(Eingegangen am 18. Dezember 1924.) 


Wird reines, bei 222° schmelzendes, 1-Nitroanthrachinon an Tiere 
verfiittert, entstehen daraus Amidoanthrachinon und gleichfalls rot 
gefarbte, aber alkalilésliche Produkte. 

Dieses Ergebnis ist insofern bemerkenswert, weil durch einen 
solchen Versuch auf einfache Weise rasch das Sauerstoffbediirfnis des 
Organismus demonstriert werden kann. 

Gibt man einer Maus, am besten in befeuchtetes Brot eingeknetet, 
eine geringe Menge des gelben Nitroanthrachinons, so besitzt der nach 
kurzer Zeit gelassene Harn derselben eine tief bordeauxrote Farbe, 
deren Auftreten auf die Bildung rotgefarbter Verbindungen aus dem 
gelben Nitroanthrachinon zuriickzufiihren ist. Versetzt man den Harn 
mit verdiinnter Salzsiure oder Kalilauge, scheint es, als ob der Farb- 
stoff durch erstere gelést, durch letztere ausgefallt wiirde. 

Inwieweit Reduktion des Nitroanthrachinons durch den lebenden 
Organismus bewirkt wird, welche Produkte hierbei gebildet werden 
und in welcher Weise der Stoffwechsel, insbesondere der Gasstoffwechsel, 
hierbei bzw. bei Verfiitterung oder anderweitiger Gabe genannter 
Substanz an Tiere beeinfluBt wird, soll spiter mitgeteilt werden. 

Hierorts sei einer der Versuche beschrieben, deren Ergebnis 
eingangs bereits kurz angefiihrt — Ursache zur Aufnahme dieses weiter 
angelegten experimentellen Studiums bildete. 

Zwei weiBbe Miuse erhielten innerhalb von 6 Tagen in Dosen von 
0,1 g in Brot eingeknetet, 2,5 g 1-Nitroanthrachinon vom Schmelz- 
punkt 222°. Der mit Wasser verdiinnte Harn wurde mit Ather aus- 
geschiittelt, dieser nach Trocknen mit Natriumsulfat abdestilliert 
und der Riickstand mit Salzsiure behandelt, um das Amido- 
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anthrachinon aufzunehmen, und diese Fliissigkeit filtriert. Das Filtrat 
lieB nach Einengen auf Zusatz von Kalilauge einen flockigen Nieder- 
schlag ausfallen, der auf einem Filter gesammelt, gewaschen, getrocknet 
und aus Ather umkristallisiert wurde. Die nach Hinzufiigen von 
Salzsiure zum Atherriickstand verbliebene feste Substanz wurde 
mit Kalilauge behandelt und hierbei eine rote Lésung erhalten, 
aus der nach Filtration beim Versetzen mit Essigsiure rotgefarbte 
Flocken ausfielen, welche gewaschen und getrocknet wurden. Die 
Menge des in Saure und des in Alkali léslichen Produktes war derart 
gering, dab eine genauere Untersuchung derselben unterbleiben muBte. 
Immerhin konnte festgestellt werden, daB die basisch reagierende 
Substanz ein kristallisiertes Chlorhydrat gab, welches mit aus l-Amido- 
anthrachinon hergestelltem verglichen, dessen Aussehen zeigte. Auch 
kénnte gesagt werden, dais etwas unverindertes Nitroanthrachinon 
aufgefunden wurde und daB der alkalilésliche Stoff wohl in der Haupt- 
menge Oxyanthrachinon gewesen ist. 

Nimmt man quantitative Reduktion der 2,5 g Nitroanthrachinon 
an, waren hierbei 0,32 g oder (gemessen bei 20° und 760mm Druck) 
240,4 com Sauerstoff frei geworden. Jede Maus wiirde demnach etwa 
120 com Sauerstoff verbraucht haben, was pro 20 g lebenden Organismus 
eine Zufuhr bzw. eine Resorption von 20 ccm innerhalb von 24 Stunden 
bedeuten wiirde. 

Es besteht mit Riicksicht auf das Ergebnis dieser Experimente 
und die eben kurz dargetane Uberlegung die Absicht, diese Beobachtung 
weiter zu verfolgen und nicht nur zu versuchen, die einzelnen Re- 
duktionsprodukte zu fassen und den Gasstoffwechsel zu studieren, 
sondern auch die allenfallsige Wirkung von per os oder anderweitig 
gegebenen Nitroanthrachinons oder ahnlichen Verbindungen allein, so- 
wie riicksichtlich der Verbrennung von gleichzeitig als einzige Nahrung 
verabreichten Stoffen und bei Zustinden eines wie immer herbei- 
gefiihrten Sauerstoffmangels zu konstatieren. 

Zur Veréffentlichung vorstehender Versuche gaben aubere Griinde 
Veranlassung. 

Herrn Prof. Dr. A. Loewy, Vorstand des Forschungsinstituts in 
Davos — Platz, sei an dieser Stelle fiir sein auBerordentliches Wohlwollen 
und die von ihm geiibte liebenswiirdige Unterstiitzung dieser Arbeiten 
in aufrichtiger Ergebenheit nochmals herzlichst gedankt. 








Uber die Spaltung und die Oxydation 
von Benzylalkohol und Benzylestern im menschlichen Organismus. 


Von 
J. Snapper, A. Griinbaum und 8. Sturkep. 
(Aus dem pathologischen Institut in Amsterdam.) 


(Eingegangen am 18. Dezember 1924.) 


Pal*') und seine Mitarbeiter haben bei ihren Studien iiber die 
Kigenschaften des Papaverins nachgewiesen, daB dieses Alkaloid tonus- 
erniedrigende Eigenschaften besitzt: das Papaverin ist imstande, den 
Tonus der glatten Muskeln zu erniedrigen und Krimpfe der glatten 
Muskeln zu lésen. 

Macht*) hat 1917 darauf hingewiesen, daB viele Verbindungen. 
die eine Benzylgruppe besitzen, derartige spasmolytische Eigenschaften 
zeigen. Auch das Papaverin besitzt eine substituierte Benzylgruppe. 
Diese Benzylgruppe ist aber im Papaverin an ein anderes, sehr 
verwickeltes Molekiil gebunden. Daneben besitzen verschiedene ein- 
fache Benzylverbindungen, z. B. Benzylalkohol und _ verschiedene 
Benzylester, ebenfalls tonuserniedrigende Wirkung: auf die iiber- 
lebenden Organe iiben diese Verbindungen sehr starke spasmolytische 
Wirkung aus. 

Auf Grund dieser Untersuchungen hat man in der Klinik ver- 
schiedene Benzylester, besonders das Benzylbenzoat, angewendet bei 
Patienten, wo Spasmen der glatten Muskeln die Ursache der Krankheit 
bildeten. Man erwartete von diesen Verbindungen gute Resultate, 
weil einerseits diese Ester schon in sehr groBer Verdiinnung starke 
spasmolytische Wirkung auf die tiberlebenden Organe ausiiben, anderer- 
seits diese Ester ungiftig sind und deshalb in groBen Mengen den 
Patienten zugefiihrt werden kénnen. 


') Pal, Zentralbl. f. Physiol. 1902, Nr. 3; Med. Klinik 1913, 8. 1796: 
Deutsch. med. Wochenschr. 1914, S. 614. 
*) Macht, Journ. of Pharm. and exper. Therap. 9, 1917; 11, 1918. 
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Das Resultat der praktischen Verwendung der spasmolytischen 
Kigenschaften der Benzylverbindungen in der Klinik hat aber im 
allgemeinen enttauscht. In der Klinik hat man von der oralen Zufuhr 
von Benzylverbindungen bei Krankheitszustinden, die mit Spasmen 
der glatten Muskeln zusammenhangen (Asthma, Angina pectoris) nur 
selten giinstige Resultate verzeichnen kénnen. 

Zweck der vorliegenden Arbeit ist, eine Erklarung zu geben fiir 
den Gegensatz, der besteht zwischen der starken spasmolytischen 
Wirkung der Benzylester auf iiberlebende Organe und dem Fehlen 
einer solchen Wirkung in vivo nach oraler Zufuhr. Dazu haben wir 
den Stoffwechsel der verschiedenen Benzylderivate im Organismus niaher 
untersucht. 

Schon vor langer Zeit hat Schmiedeberg nachgewiesen, daB Benzyl- 
alkohol im Organismus zu Benzoesiure oxydiert und deshalb als 
Hippursiure ausgeschieden wird!). Macht hat diese Tatsache in seiner 
Abhandlung iiber die Pharmakologie der Benzylester ausdriicklich 
betont. Er konnte den gréBten Teil der zugefiihrten Benzylverbindungen 
als Hippursiure im Urin zuriickfinden. Die Bedeutung dieser Beob- 
achtung ergibt sich aus der Tatsache, daB weder Benzoesiure noch 
Hippursaiure spasmolytische Eigenschaften besitzen. 

Der Organismus hat deshalb die Fahigkeit, den spasmolytisch 
wirkenden Benzylalkohol zu der in dieser Hinsicht unwirksamen Benzoe- 
siure zu oxydieren. Hieraus ergibt sich, daB die Frage, ob und wie 
der Benzylalkohol im Organismus seine spasmolytische Wirkung aus- 
iiben kann, zusammenhingt mit der Frage, wieviel Prozent des Benzyl- 
alkohols zu Benzoesiure oxydiert werden, wihrend auch die Schnellig- 
keit, womit diese Oxydation des wirksamen Benzylalkohols zu spasmo- 
lytisch unwirksamer Benzoesiiure zustande kommt, Beachtung verdient. 

Das Problem der Schnelligkeit, womit diese Oxydation des Benzyl- 
alkohols nach oraler Zufuhr geschieht, haben wir auf folgende Weise 
untersucht. Es ist bekannt und wir haben neulich diese Tatsache 
nochmals betont, daB Benzoesiure, die per os dem Menschen und dem 
Tiere zugefiihrt wird, jedenfalls innerhalb 12 Stunden annahernd zu 
90 Proz. im Harn erscheint, gebunden an Glykokoll, also in der Form 
von Hippursiure. 

Fiihrt man z. B. dem Menschen 5g Natrium benzoicum per os 
zu, dann kann man innerhalb 12 Stunden im Urin ungefahr 5 bis 5,5 g 
Hippursiure, d. h. 80 bis 90 Proz. der theoretisch méglichen Menge, 
nachweisen. Diese Hippursiureausscheidung ist innerhalb 12 Stunden 
beendet. Das Maximum der Ausscheidung fallt schon in die ersten 
6 Stunden. 


1) Schmiedeberg, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 14, 1881. 
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Wir kennen also die Zeit, welche der Organismus braucht, um 
die Benzoesaure aus dem Darm zu resorbieren, an Glykokoll zu kuppeln 
und als Hippursiure im Harn auszuscheiden. Wenn nun auch zu- 
gefiihrter Benzylalkohol innerhalb 12 Stunden oder gar innerhalb 
6 Stunden zu 75 bis 90 Proz. als Benzoesiure oder Hippursiure im 
Harn erscheinen wiirde, so miiBte man hieraus schlieben, dab der 
Benzylalkohol nur wahrend sehr kurzer Zeit im Kérper als Benzyl- 
alkohol vorhanden war. Daraus wiirde sich ergeben, daB der Benzyl- 
alkohol gleich nach der Resorption aus dem Darm zu einer spasmo- 
lytisch unwirksamen Verbindung, d. h. Benzoesiure, oxydiert wird. 

Wir haben deshalb die Hippursiureausscheidung, die nach Zufuhr 
von Benzylalkohol und Benzylestern per os auftritt, sorgfailtig be- 
stimmt. 

Die Methode der Hippursaurebestimmung mub fiir diese Versuche 
hohen Anforderungen entsprechen. In friiheren Untersuchungen haben 
wir eine Methode benutzt, wobei die Hippursiiure als in Athylacetat 
léslicher Stickstoff bestimmt wird'). Dieser Stickstoff wird dann als 
Hippursiure umgerechnet. Diese Methode geht sehr schnell und gibt 
in der von uns angegebenen Modifikation ausgezeichnete Resultate, 
wenn man Natrium benzoicum zufiihrt bei Menschen, die Milch- und 
Breidiat haben: die einzige in Athylacetat lésliche, stickstoffhaltige 
Verbindung, die nach Zufuhr von Natrium benzoicum im Harn er- 
scheint, ist Hippursiure. Deshalb kann man, wenn man bestimmte 
Vorsorge trifft, in derartigen Versuchen aus der Menge in Athylacetat 
léslichen Stickstoffs die ausgeschiedene Hippursiure berechnen. In 
den folgenden Versuchen, wo Benzylalkohol und Benzylester zugefiihrt 
werden, war es natiirlich notwendig, die Hippursiure zu kristallisieren 
und zu identifizieren, weil aus genanntem Alkohol und Estern auch 
andere, in Athylacetat lésliche, stickstoffhaltige Verbindungen ent 
stehen kénnten. 

Diese Versuche sind alle gemacht bei Menschen mit gesunden 
Nieren, denen strenge Milch- und Breidiit vorgeschrieben war, die 
also normalerweise nur sehr wenig Hippursiure im Harn ausschieden. 

Die Hippursiure wurde bestimmt durch Extraktion des mit 
Ammoniumsulfat gesattigten Harns in einem Apparat von Lind oder 
Zelmanowicz. Es wurde wahrend 6 bis 8 Stunden extrahiert mit einem 
Gemisch von Ather mit 20proz. Alkohol. Nach der Extraktion wurde 
das Alkohol-Athergemisch teilweise auf dem Wasserbade abdestilliert, 
die letzten Reste der Fliissigkeit wurden mittels eines elektrischen 
Ventilators verjagt. Die iiberbleibende Kristallmasse wurde in destil- 
liertem Wasser unter Erhitzen gelést und fraktioniert kristallisiert. 


1) Snapper und Laqueur, diese Zeitschr. 145, 32, 1924. 
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Fiir die Reinigung der Kristalle aus der letzten Portion der Mutterlauge 
war gewohnlich Schiitteln mit Carbo animalis (Merck) und Abpressen 
auf einer porésen Tonplatte notwendig. 

Die erhaltenen Kristalle wurden nach Trocknung gewogen und 
zur naheren Identifikation der Schmelzpunkt bestimmt. Nach dieser 
Methode haben wir in blinden Versuchen 97 bis 98 Proz. der dem 
Harn zugesetzten Menge Hippursaure als richtig schmelzende Substanz 
zuriickgefunden. 

Bevor wir die Hippursaureausscheidung nach Zufuhr von Benzyl- 
alkohol und Benzylestern untersuchten, bestimmten wir erst nochmals 
zum Vergleich die Schnelligkeit der Hippursiureausscheidung nach 
Zufuhr von Natrium benzoicum. 

Uber diese Frage findet man abweichende Angaben. Wakrend 
wir fanden, daB die Hauptausscheidung der Hippursaure in den ersten 
6 Stunden nach der Benzoesiuregabe stattfindet'), konnte Lewis*) 
nach Zufuhr von 6 g Natrium benzoicum schon innerhalb 3!. Stunden 
85 Proz. des zugefiihrten Salzes als Hippursiure im Harn nachweisen. 

Kingsbury*®) hat dies Resultat in groBen Versuchsreihen bestatigt. 
Nach Zufuhr von 2,4g Natrium benzoicum fand er beim normalen 
Menschen nach 2 Stunden im Mittel 82 Proz., nach 3 Stunden im Mitte! 
98 Proz. der zugefiihrten Benzoesiure als Hippursiure im Harn. 

Diese Zahlen von 82 und 98 Proz. sind jedenfalls zu hoch, weil 
Kingsbury nicht die Hippursiuremenge, doch nur die Menge gebundene 
Benzoesiiture des Harns bestimmt. Bei diesen Bestimmungen wird 
also die Benzoeglucuronsiure als Hippursiure mitbestimmt®). 

Weil diese Frage der Schnelligkeit der Hippursiureausscheidung 
nach Zufuhr von Natrium benzoicum fiir die Einrichtung unserer 
folgenden Versuche von groBer Wichtigkeit ist, haben wir diese Frage 
nochmals gepriift. 

Hippursadureausscheidung in den 12 Stunden vor dem Versuch. 

% Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 1005 cem Urin, 0,095 g 
Hippursiiure (Schmelzpunkt 186 bis 188°). 

Um 9 Uhr vormittags 5g Natrium benzoicum. 

® Uhr vormittags bis 12 Uhr: 330cem Urin, 4,614 g¢ Hippursiiure 
(Schmelzpunkt 186 bis 187,5°). 

12 Uhr bis 3 Uhr nachmittags: 150 cem Urin, 0,936 g Hippursiure 
(Schmelzpunkt 187 bis 188°). 

3 bis 6 Uhr nachmittags: 130 cem Urin, 0,123 g Hippursaure (Schmeiz- 
punkt 186 bis 187°). 


') Snapper, Klin. Wochenschr. 1924, S. 56. 

2) Lewis, Journ. of bio}. Chem. 8, 225, 1914. 

5) Kingsbury, Arch. of inter. Med. 32, 175, 1923. 
4) J. Neuberg, diese Zeitschr. 145, H. 3/4, 1923. 
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6 bis 9 Uhr nachmittags: 700 cem Urin, 0,119 g Hippursaure (Schmelz 
punkt 187 bis 188°). 

9 Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 870 cem Urin, 0,080 ¢ Hipput 
siure (Schmelzpunkt 186 bis 187.5°). 

Aus 5g Natrium benzoicum kénnen maximal 6,25 g Hippursiure 
gebildet werden. 

In den ersten 3 Stunden nach der Benzoesiuregabe werden 73 Proz 
als Hippursaure ausgeschieden, in den zweiten 3 Stunden noch 15 Proz. 
Die Ausscheidung ist also erst in 6 Stunden ungefihr vollstandig 
Ein zweiter analoger Versuch gab iibereinstimmende Resultate. 

Hippursiureausscheidung in den 3 Stunden vor dem Versuch. 

6 bis 9 Uhr vormittags: 104 cem Urin, 0,048 g Hippursiiure (Schmely 
punkt 186 bis 187°). 

Um 9 Uhr vormittags 5g Natrium benzoicum. 

% bis 12 Uhr vormittags: 130 cem Urin, 2,063 g Hippursiure (Schmelz 
punkt 186.5 bis 188°). 

12 Uhr vormittags bis 3 Uhr nachmittags: 230 cem Urin, 3.442 ¢ 
Hippursiure (Schmelzpunkt 186.5 bis 188°). 

3 bis 6 Uhr nachmittags: 150 cem Urin, 0,142 ¢ Hippursiiure (Schrnelz 
punkt 186,5 bis 187,5°). 

6 bis 9 Uhr nachmittags: 138 cem Urin, 0,058 g Hippursiiure (Schmelz 
punkt 186 bis 188°). 

9 Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 335 cem Urin, 0,129 g¢ Hippur 
stiure (Schmelzpunkt 186,5 bis 188°), 

Auch in diesem Versuch werden in den ersten 3 Stunden 33 Proz., 
in den zweiten 3 Stunden noch 55 Proz. der zugefiihrten Benzoesiure 
(zusammen 88 Proz.) als Hippursiure ausgeschieden. 

Weil die Ausscheidung also erst in 6 Stunden ungefahr vollstandig 
ist, haben wir uns bei den folgenden Versuchen an die 6-Stunden- 
periode gehalten. 

Um endlich zu erfahren, ob nicht nach kleinen Gaben Benzoas 
natricus mehr als 88 Proz. der Benzoesiure als Hippursiure aus- 
geschieden werden, haben wir nochmals die Ausscheidung nach Ein- 
gabe von 2g Natrium benzoicum untersucht. 

Hippursitureausscheidung in den 12 Stunden vor dem Versuch. 

® Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 1270cem Urin, 0,180 ¢ 
Hippursiure (Schmelzpunkt 186 bis 188°). 

Um 9 Uhr vormittags 2g Natrium benzoicum. 

9 Uhr vormittags bis 3 Uhr nachmittags: 1125c¢em Urin, 2,205 ¢ 
Hippursiiure (Schmelzpunkt 186 bis 188°). 

3 bis 9 Uhr nachmittags: 850 cem Urin, 0,132 ¢ Hippursiiure (Schmelz 
punkt 187 bis 188°). 

9 Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 910 cem Urm, 0,183g Hippur- 
sture (Schmelzpunkt 186 bis 187°). 


Aus 2g Natrium benzoicum kénnen theoretisch 2,5 g Hippursaure 
entstehen. Aus dem oben stehenden Versuch ergibt sich, daB innerhalb 
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6 Stunden nach Zufuhr des Natrium benzoicum 88 Proz. der zugefiihrten 
Benzoesiure als Hippursiure im Harn erscheinen. 

Hiernach haben wir dieselben Bestimmungen nach Zufuhr von 
Benzylalkohol verrichtet. _Nachdem wir uns erst in orientierenden 
Versuchen tiberzeugt hatten, daB nach Zufuhr von Benzylalkoho! 
innerhalb 6 Stunden eine grobe Menge Hippursiure (zwischen 80 und 
90 Proz. der bei kompletter Oxydation des Benzylalkohols zu erwarten- 
den Menge) ausgeschieden wurde, wiederholten wir diesen Versuch 
bei sehr sorgfiltiger Bestimmung der Hippursiure durch Kristallisation 
und folgender Identifizierung. 

Hippurséureausscheidung in den 12 Stunden vor dem Versuch. 

9 Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 475 cem Urin, 0,125 g Hippur- 
siture (Schmelzpunkt 186 bis 187°). 

Um 9 Uhr vormittags 1,5 g Benzylalkohol. 

9 Uhr vormittags bis 3 Uhr nachmittags: 1000 cem Urin, 1,82 g Hippur- 
siure (Schmelzpunkt 186 bis 188°). 

3 bis 9 Uhr nachmittags: 740 cem Urin, 0,135 g Hippursiure (Schmelz- 
punkt 186 bis 187°). 

9 Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 760 cem Urin, 0,145 g Hippur- 
siture (Schmelzpunkt 185 bis 187°). 

Aus 1,5g Benzylalkohol kénnen bei kompletter Oxydation 2,47 g 
Hippursiure entstehen. Aus obenstehendem Versuch ergab sich, dal 
tatsichlich nach Benzylalkoholzufuhr die Hippursiureausscheidung 
innerhalb 6 Stunden erledigt war. Es wurden hier aber nur 74 Proz. 
der bei kompletter Oxydation des Benzylalkohols theoretisch zu er- 
wartenden Menge Hippursaure zuriickgefunden. 

Bei derartigen Versuchen kénnen sehr leicht Versuchsfehler das 
Resultat entstellen. Ein Tropfen Benzylalkohol kann bei der oralen 
Zufuhr verloren gehen, eine Portion Urin kann verschwinden usw. 
Deshalb haben wir diesen Versuch unter besonderen Vorsorgen noch- 
mals wiederholt. 

Hippursaéureausscheidung in den 12 Stunden vor dem Versuch. 

9 Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 1100cem Urin, 0,073 ¢ 
Hippursiture (Schmelzpunkt 186 bis 187°). 

Um 9 Uhr vormittags 1,5 g Benzylalkohol. 

9 Uhr vormittags bis 3 Uhr nachmittags: 900 cem Urin, 2,084 g Hippur- 
siure (Schmelzpunkt 185 bis 187,5°). 

3 bis 9 Uhr nachmittags: 360 cem Urin, 0,045 g Hippursiure (Schmelz- 
punkt 178 bis 188°). 

9 Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 630 cem Urin, 0,047 g Hippur- 
siure (Schmelzpunkt 185 bis 186°). 

Aus diesem Versuch ergibt sich, daB nach Zufuhr von 11, g Benzyl- 
alkohol innerhalb 6 Stunden 2,084g Hippursiure, d. h. 84,4 Proz. 
der Menge, die erwartet werden kann bei kompletter Oxydation des 
Benzylalkohols, im Urin zuriickgefunden. 
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Nach Zufuhr einer aquivalenten Menge Natrium benzoicum er- 
scheinen in derselben Zeit 88 Proz. der theoretisch zu erwartenden 
Menge Benzoesaure als Hippursaure. 

Aus der Ubereinstimmung dieser beiden Zahlen nach Benzoe- 
siure- bzw. Benzylalkoholzufuhr kann man schlieBen, dab weder in 
der Schnelligkeit, noch in der Intensitat der Hippursiureausscheidung 
Unterschiede bestehen, gleichgiiltig, ob Natrium benzoicum oder 
Benzylalkohol per os zugefiihrt werden. 

Die Oxydation des spasmolytisch wirksamen Benzylalkohols zu 
unwirksamer Benzoesiure geht also im menschlichen Organismus so 
schnell, daB hierfiir fast keine Zeit notwendig zu sein scheint. Der 
Benzylalkohol wird nach Zufuhr per os so schnell oxydiert, daB der 
spasmolytisch wirksame Benzylalkohol im menschlichen Organismus 
eigentlich als unbestandig zu betrachten ist: nach Zufuhr per os kann 
Benzylalkohol also keine spasmolytische Wirkungen ausiiben. 


In der Behandlung des kranken Menschen wird aber gewoéhnlich 
kein Benzylalkohol, sondern ein Benzylester benutzt. Es ist die Frage, 
ob die Verhaltnisse bei den Benzylestern vielleicht giinstiger liegen als 
beim Benzylalkohol. Zwar wird gewohnlich die spasmolytische Wirkung 
der Benzylester erklirt durch die Tatsache. daB im Organismus aus 
den Estern der Benzylalkohol abgespalten wird. Es ist deutlich, dab, 
wenn diese Auffassung richtig ist, die perorale Zufuhr von Benzyl- 
estern nur wenig Effekt haben kann, weil der abgespaltene Benzy)l- 
alkohol sogleich zur unwirksamen Benzoesiure oxydiert wird. Wir 
kennen aber einige Tatsachen, woraus sich ergibt, daB bei Versuchen 
in vitro die Benzylester nicht durch den abgespaltenen Benzylalkohol, 
wohl aber durch das ganze Estermolekiil spasmolytische Wirkung 
austiben. 

Kann man sich vorstellen, daB nach oraler Zufuhr Benzylester 
als Ester resorbiert werden? Dieses scheint unwahrscheinlich, wenn 
man bedenkt, daB die gebriuchlichen Benzylester total unléslich sind. 
Wir wissen doch, daB unlésliche Ester im allgemeinen aus dem Darm 
nur resorbiert werden nach Spaltung in Alkohol und Saure. Deshalb 
miissen wir als sehr wahrscheinlich betrachten, daB auch nach Zufuhr 
der unléslichen Ester per os aus dem Darm Benzylalkohol resorbiert wird. 


Obgleich es also auBerordentlich wahrscheinlich war, daB die 
Spaltung der Benzylester schon im Darm stattfindet und die Zufubr 
von Benzylester also pharmakologisch als Zufuhr von Benzylalkohol 
betrachtet werden muB, haben wir dennoch die Ausscheidung der 
Hippursiure nach Zufuhr der Benzylester untersucht. Hierdurch 
konnten wir einen Eindruck iiber die Schnelligkeit bekommen, mit 
der die Spaltung und die Oxydation der Benzylester stattfinden. 
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Wir fingen mit der Zufuhr von 2g Benzylacetat an. 


7 bis 9 Uhr. . . 260cem Urin, 0.062 g Hippursiiure. 
Um 9 Uhr 2g Benzylacetat zugefiihrt. 
9 bis 11 Uhr . . 230cem Urin, 0,756 g Hippursiiure. 
ia in a »: a ae “ 1,050 ¢ 
ma -. Ge ~». oe os o O.174 ¢ 
3 . ~~ « . ee » 9,032 g 


Aus 2g Benzylacetat (Molekulargewicht 150) kénnen bei kom- 
pletter Oxydation 2,39 g Hippursiure entstehen. 

Wahrend der ersten 6 Stunden nach Zufuhr von Benzylacetat 
werden schon 83 Proz. der zugefiihrten Menge komplett oxydiert als 
Hippursiure im Harn zuriickgefunden. Hieraus ergibt sich, daB dic 
Spaltung und Oxydation des Benzylacetats im Koérper auBerordentlich 
schnell zustande kommt, so schnell, daB die perorale Zufuhr dieses 
Esters kaum spasmolytischen EinfluB ausiiben kann. 

Mit besonderem Interesse haben wir die Schnelligkeit der Spaltung 
und Oxydation des Benzylbenzoats, des Esters, der am meisten in der 
Klinik als Spasmolytikum gebraucht wird, untersucht. Auch ‘hier 
hatten orientierende Versuche uns schon gezeigt, daB eine fast komplette 
Oxydation stattfinden mub. Die Versuche mit genauer Kristallisation 
der ausgeschiedenen Hippursaure gaben folgende Resultate. 

Hippursiureausscheidung in den 12 Stunden vor dem Versuch. 

% Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: l000cem Urin. 0,078 
Hippursiure (Schmelzpunkt 187 bis 188°). 

Um 9% Uhr vormittags I g Benzylbenzoat zugefiihrt. 

% Uhr vormittags bis 3 Uhr nachmittags: 570 cem Urin, 1.208 g Hippur- 
siture (Schmelzpunkt 187,5 bis 189°). 

3 bis 9 Uhr nachmittags: 380 cem Urin, 0,230 g¢ Hippursiiure (Schmelz- 
punkt 185,5 bis 187°). 

9 Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 960 cem Uri, 0,123 ¢ Hippur 
siure (Schmelzpunkt 186 bis 187,5°). 

Aus | Molekiil Benzylbenzoat miissen 2 Molekiile Hippursaure ent- 
stehen. Aus | g Benzylbenzoat entstehen also bei kompletter Oxydation 
1,69 g Hippursiure. In diesem Versuch konnten wahrend der ersten 
6 Stunden 71 Proz., wahrend der zweiten 6 Stunden 14 Proz. der 
theoretisch zu erwartenden Mengen, zusammen 85 Proz., nachgewiesen 
werden. 

Das Benzylbenzoat wird also im Kérper komplett gespalten und 
oxydiert. Die Ausscheidung der Hippursaure ist aber in diesem Versuch 
etwas langsamer, ais wenn Benzylalkohol zugefiihrt wird. Es ist wahr- 
scheinlich, daB die Spaltung des Esters im Darm einige Zeit erfordert. 


Das Resultat der beiden folgenden Versuche mit Benzylbenzoat 
. . . . s . . 
ist hiermit in Chereinstimmung. 
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Hippursiureausscheidung in den 12 Stunden vor dem Versuch. 

9 Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 450 cem Urin, 0,078 g Hippur 
siure (Schmelzpunkt 186 bis 188°). 

Um 9 Uhr vormittags Ig Benzylbenzoat zugefiihrt. 

% Uhr vormittags bis 3 Uhr nachmittags: 840 cem Urin, 1,347 g Hippu 
siure (Schmelzpunkt 186 bis 187,5°). 

3 bis 9 Uhr nachmittags: 510 cem Urin, 0,092 g Hippursiture (Schmelz 
punkt 186 bis 187°). 

9 Uhr nachmittags bis ® Uhr vormittags: 475 cem Urin, 0,076 ¢ Hippur 
siure (Schmelzpunkt 185 bis 187°). 

In diesem Versuch konnten wahrend der ersten 6 Stunden nach 
Zufuhr von Benzylbenzoat schon 80 Proz. der Menge Hippursiure 
gefunden werden, die bei kompletter Oxydation und Spaltung des 
Benzylbenzoats zu erwarten war. Die Spaltung des Benzylbenzoats 
und die Oxydation des spasmolytisch wirksamen Benzylalkohols zu 
unwirksamer Benzoesiure geht hier also so schnell, dali kaum_ ver- 
standlich ist, wie diese Verbindung nach Zufuhr per os spasmolytisech 
wirksam sein kénnte. 

Endlich noch ein Versuch mit etwas abweichendem Resultat. 

Hippurséiureausscheidung in den 12 Stunden vor dem Versuch. 

% Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 375 cem Urin, 0,044 g Hippur 
siiure (Schmelzpunkt 183 bis 184°). 

Um 9 Uhr vormittags | g Benzylbenzoat. 

9 Uhr vormittags bis 3 Uhr nachmittags: l700cem Urin, 0,540 yu 
Hippursiiure (Schmelzpunkt 187.5 bis 188°). 

3 bis 9 Uhr nachmittags: 520 cem Urin, 0,935 g Hippursiure (Schmelz 
punkt 184 bis 185°). 

9 Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 400 cem Urin, 0,210 g¢ Hippur- 
siture (Schmelzpunkt 186,5 bis 187,5°). 

In diesem Versuch wurden in den ersten 6 Stunden 32 Proz., in 
den zweiten 6 Stunden 55 Proz. der theoretisch zu erwartenden Menge 
Hippursiure ausgeschieden. 

Auch in diesem Versuch wurde das Benzylbenzoat komplett ge- 
spalten und oxydiert. Die Ausscheidung der gebildeten Hippursaure 
ist aber in diesem letzten Versuch viel langsamer als in den vorigen. 
Hierbei mu man aber in Betracht ziehen, daB dieser Patient wahrend 
des Versuchstages krank wurde und sich bei ihm eine Grippe ent- 
wickelte. 

Analoge Resultate erhailt man bei Zufuhr von anderen Benzy!- 
estern. Als erstes Beispiel sei das Benzylhydrozinnamoat angefiihrt. 


Hippursiureausscheidung in den 12 Stunden vor dem Versuch. 
9 Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 590 cem Urin, 0,139 ¢ Hippur 
stiure (Schmelzpunkt 185 bis 187°). 
Um 9 Uhr vormittags | g Benzylhvdrozinnamoat per os. 
% Uhr vormittags bis 3 Uhr nachmittags: 885 cem Urin, 0,916 @ Hippur- 
siture (Schmelzpunkt 187 bis 188®). 
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3 bis 9 Uhr nachmittags: 620 cem Urin, 0,459 g Hippursiure (Schmelz. 
punkt 186 bis 188°). 

9% Uhr nachmittags bis 9 Uhr vormittags: 680 cem Urin, 0,117 g Hippur- 
siure (Schmelzpunkt 185 bis 187°). 

Aus |g Benzylhydrozinnamoat kénnen bei kompletter Spaltung 
und Oxydation 149g Hippursiure entstehen. In diesem Versuch 
kénnen wahrend der ersten 6 Stunden 61 Proz., wahrend der zweiten 
6 Stunden 31 Proz. der theoretisch méglichen Menge Hippursiure im 
Harn nachgewiesen werden. 

Spaltung und Oxydation des Benzylhydrozinnamoats verlaufen 
also analog wie beim Benzylbenzoat. 

Endlich haben wir noch verschiedene andere Benzylester unter- 
sucht, wobei wir aber die Hippursiureausscheidung in 12stiindigen 
Perioden nach Zufuhr des Benzylderivats bestimmt haben. 

Erst noch ein Versuch mit Benzylbenzoat, wobei 2,02 g Benzy!- 
benzoat eingenommen werden. 

Vortag (24 Stunden): 1660 cem Urin, 0,210 g Hippursiiure (Sehmelz- 
punkt 185°). 

Erste 12 Stunden nach Zufuhr: 1400 cem Urin, 3,03 g Hippursiure 
(Schmeizpunkt 186 bis 187°), 

Zweite 12 Stunden nach Zufuhr: 1300 cem Urin, 0,260 g¢ Hippursiure 
(Schmelzpunkt 186°), 

Nachtrag: 2550 cem Urin, 0.206 g Hippursiiure (Schmelzpunkt 186°). 

Theoretisch kénnen bei kompletter Spaltung und Oxydation aus 
2,02 g Benzylbenzoat 3,41 g Hippursiure entstehen. Tatsachlich werden 
hier innerhalb 12 Stunden + 90 Proz. dieser Menge im Harn nach- 
gewiesen. 

Auch beim Benzylzinnamoat werden derartige Resultate erhalten. 

Zugefiihrt wurde 1 g Benzylzinnamoat. 

Vortag (24 Stunden): 1380cem Urin, 0,397 g Hippursiure. 

Erste 12 Stunden nach Zufuhr: 1090 cem Urin, 1,210 g¢ Hippursaure 
(Schmelzpunkt 187,5°). 

Zweite 12 Stunden nach Zufuhr: 490 cem Urin, 0,290 g Hippursiiure 
(Schmelzpunkt 186 bis 187°). ’ 

Nachtag: 1300 cem Urin, 0,269 g¢ Hippursaure. 

Aus 1g Benzylzinnamoat kénnen theoretisch 1,5 g¢ Hippursaure 
gebildet werden. Innerhalb 12 Stunden kénnen tatsachlich + 80 Proz. 
dieser Menge im Urin nachgewiesen werden. 

Auch diese Patieyten hatten alle strenge Milch- und Breidiit. 


Zusammenfassung. 
Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB nach peroraler Zufuhr von 
Benzylalkohol und Benzylestern (Benzylacetat, Benzylzinnamoat, 
Benzylhydrozinnamoat, Benzylbenzoat) diese Verbindungen auber- 
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ordentlich schnell zu Benzoesiure oxydiert werden. Diese Oxydation 
ist komplett, weil nach Zufuhr von Benzylalkohol und Benzylestern 
80 bis 90 Proz. der theoretisch zu erwartenden Menge Hippursaure im 
Harn erscheint, d. h. dieselbe Menge Hippursiure als nach peroraler 
Zufuhr von aquivalenten Mengen Natrium benzoicum gefunden werden. 
Aus der Tatsache, daB nach Zufuhr von Benzylalkohol bzw. den ge- 
nannten Benzylestern die Hippursiureausscheidung fast genau so 
schnell und in gleich groBen Mengen geschieht als nach Zufuhr von 
iquivalenter Menge Natrium benzoicum, ergibt sich, daB die Oxydation 
der spasmolytischen Benzylverbindungen zu unwirksamer Benzoesiure 
nach Zufuhr per os auBerordentlich schnell stattfindet. Weil Benzyl- 
ester nach Zufuhr per os auBerordentlich schnell zu unwirksamen 
Verbindungen gespalten und oxydiert werden, ist es unwahrscheinlich, 
daB nach Zufuhr per os diese Benzylester bei krankhaften Zustanden, 
verursacht von spastischen Kontraktionen des glatten Muskelgewebes 
(Asthma bronchiale, Angina pectoris), wirksam sein kénnen. 








Uber den physiologischen Bromgehalt des Blutes. 


Zugleich ein Beitrag zum Nachweis kleinster Brommengen. 


Von 
H. Bernhardt und H. Ucko. 
(Aus der I. medizinischen Universitatsklinik der Charité.) 


(Eingegangen am 24. Dezember 1924.) 


Es ist bekannt, da sich in der Natur die Halogene zwar in ver- 
schiedenen Mengenverhiltnissen, aber kaum jemals vereinzelt finden 
lassen. Diese Tatsache, die sowohl fiir Meerwasser wie Mineralwisser, 
fiir Algen wie fiir die meisten pflanzlichen Lebewesen gilt, besteht mit 
Wahrscheinlichkeit auch fiir den tierischen Organismus (so fand z. B. 
('. Th. Mérner Dibromtyrosin in Anthozoen (Korallentiere). Dab 
dariiber bisher sichere Ergebnisse nicht vorhanden sind, liegt vor allem 
an der Schwierigkeit der Methodik. Es finden sich zwar in der Literatur 
verstreut einige Untersuchungsangaben, die sich aber vielfach wider- 
sprechen und mit den verschiedensten Methoden ausgefiihrt worden sind. 


Ubersicht iiber die bisherige Methodik'). 


Wenn man die Methoden der Bromuntersuchung chronologisch be 
trachtet, so findet sich zunichst in der alteren physiologisch-medizinischen 
Literatur der allgemein tibliche qualitative Nachweis des Broms durch 
seine Braunfirbung von Chloroform oder Schwefelkohlenstoff verwendet. 
Zum Freimachen des Broms aus seinen Verbindungen sind verschiedene 
Methoden benutzt worden, meist Chlorwasser bei saurer Reaktion. Hierher 
gehéren die Arbeiten von Rabuteau (1868), Pflaumer, Rosenthal, Redlich, 
Poét2l, Hess usw., die sich alle mit dem Nachweis des Broms in verschiedenen 
Kérperfliissigkeiten nach Brommedikation befaBten. Den naheliegenden 
Ciedankengang, diesen Nachweis zu einer quantitativen kolorimetrischen 
Methode auszuarbeiten, versuchte 1907 Justus durchzufiihren. Zum Frei- 
machen des Broms verwendete er aber Natriumnitrit und groBe Mengen 
konzentrierter Schwefelsiiture. Die hohen physiologischen Bromwerte, die 
Justus in allen Organen und im Blute feststellte, finden ihre Erklarung 
in dieser fehlerhaften Methode. Bekanntlich wird Natriumnitrit durch 
konzentrierte Schwefelsiure unter starker Entwicklung von braunen 

+ ; ae 7 ‘ 

') Von den sehr zahlreichen Arbeiten iiber Brom werden hierbei in- 
folge unserer Fragestellung natiirlich nur diejenigen beriicksichtigt, die 
beziiglich der Methodik wesentlich sind oder Beitrige zur Frage des physio- 
logischen Bromgehaltes darstellen. Auch in einigen Arbeiten, die sich in 
der Hauptsache mit dem Vorkommen des Jods beschiiftigen, wie z. B. 
die sehr ausfiihrliche Arbeit von v. Fellenberg, finden sich Angaben iiber 


Brom. 
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Stickoxyden zersetzt, die vom Wasser absorbiert werden und beim Aus 
schiitteln in Chloroform iibergehen. Es handelt sich also bei der Justusscher 
Methode um den kolorimetrischen Vergleich zweier durch Stickoxyde 
gefarbter Chloroformlésungen, was zur Geniige die auffallenden Resultate 
des Autors erklirt. In neuerer Zeit hat Autenrieth unter Benutzung von 
Kaliumpermanganat und Schwefelséure zum Freimachen des Broms eine 
chemisch einwandfreie quantitative Methode daraus entwickelt. Nach 
untersucher (Wiinsche) fanden, daB mit dieser Methode héchstens 3. bis 
4 mg nachweisbar sind und sich etwa nur 88 Proz. ermitteln lassen. Aut 
einem ahnlichen Prinzip beruht auch die von Gensler benutzte Methode. 
nur daB Gensler die braune Br-Farbe nicht kolorimetrisch verglich, sondern 
das freie Brom direkt in der Untersuchungsfliissigkeit titrimetrisch mittel- 
Chlorwassers bis zum Verschwinden der Farbe bestimmte. Selbstverstindlich 
ist auch diese Methode ziemlich grob und nur fiir gréBere Brommengen 
geeignet; unsere Nachpriifung ergab als unteren Grenzwert etwa 1 mg Br. 

Der ilteste und bekannteste quantitative Br-Nachweis, der von 
Fresenius stammt und besonders von Chemikern angewendet wird, beruht 
darauf, daB die als Silbersalze gefallten Halogene (AgCl, AgBr) in der 
Hitze dem Chlorstrom ausgesetzt werden, nachdem Jod und Fluor zuvor 
entfernt worden sind. Die Menge des durch den Chlorstrom ausgetriebenen 
Broms ergibt sich aus der Gewichtsdifferenz der vor und/nach der Durch 
strémung gewogenen Silbersalze. Diese Methode gestattet, wie alle gewicht= 
analytischen Methoden, den exakten Nachweis etwa bis zu 0,5 mg, ist 
aber wegen ihrer Genauigkeit als Kontrollmethode auch heute noch iiblich. 
Kinige Autoren benutzen sie auch bei ihren biochemischen Fragestellungen 
ausschlieBlich (Biichner, Fessel, Bogdandy u. a.). 

Im Jahre 1885 gab Berglund zur quantitativen Br-Bestimmung eine 
neue Methode an. Das durch saures Kaliumsulfat (K HSO,) und K MnO, 
frei gemachte Br wird durch einen Luftstrom in Kalilauge getrieben und 
nach Ans&iuern mit Silbernitrat gefillt; das gebildete Hypobromid mul 
vorher durch Ammoniakzusatz zerstért werden. Diese Methode wurde 
von Nencki und Schoumow-Simanowski in der Weise modifiziert, daB das 
Br in Flaschen mit Jodkalilésung eingeleitet wurde. Das durch das 
Br frei gemachte Jod bestimmten die Autoren durch Titration mittels 
Natriumthiosulfatlésung. In dieser oder ahnlicher Form fand das Verfahren 
als zuverlissig weite Verbreitung (bei Hondo, v.Wyss, Boénniger, Frey. 
Ellinger und Kotake, Bernoulli, Markwalder u. a.). Oppenheimer fand 
bei der Nachpriifung der modifizierten Berglundschen Methode, daB bei 
Brommengen unter 20 mg die Fehlergrenze immer gréBer wird. 

Auf ganz andere Weise fiihrte Swarts 1889 und anscheinend unab- 
hangig davon Baubigny 1897 seine Bromuntersuchungen durch. Sie be- 
dienten sich zum Nachweis der Eigenschaft des Br, mit dem Farbstoff 
Fluorescein das E»sin Tetrabromfluovescein — zu bilden. Mit dieser 
Reaktion fand Dario- Baldi auch in normalen Schilddriisen Br.  Labat 
verfeinerte das Verfahren, indem er sich nicht nur auf die dabei auftretende 
rote Eosinfarbe beschrinkte, sondern das gebildete Eosin durch sein charak- 
teristisches Spektrum nachwies. Von 24 auf diese Weise untersuchten 
Schilddriisen fand er achtmal kein Br, so daB er die anderen positiven 
Befunde als Folge therapeutisch zugefiihrten Broms anspricht. In neuerer 
Zeit hat Pillat im AnschluB an diese Untersuchungen mit derselben Methodik 
den normalen Br-Gehalt verschiedener Organe festzustellen versucht. 
Er konnte mit dieser Reaktion bis zu * 49, mg Br nachweisen und kam 
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zu dem SchluB, daB Br anscheinend kein normaler Bestandteil der 
tierischen Organe sei'). Erwaihnt sei noch das schon 1868 von Bill, in 
jiingster Zeit von Walter wieder neu gefundene Goldchlorid als Br- 
Indikator. Die Empfindlichkeit desselben scheint nicht sehr erheblich 
zi sein (Walter konnte Br in einer Verdiinnung bis 1: 5000 nachweisen), 
und es hat auBerdem den Nachteil, daB die durch Brom hervorgerufene 
goldgelbe Farbe ahnlich einer durch Jod gebildeten, mehr rétlichen ist. 

1898 benutzte Jolles einen anderen Farbstoff, das Paradimethy!.- 
phenylendiamin, das in essigsaurer Lésung auch bei Gegenwart der anderen 
Halogene nur mit Br einen roten Farbenton gibt. v. Wyss verwendete 
diese Reaktion zu seinen qualitativen Br-Untersuchungen und _stellte 
ihre groBe Empfindlichkeit von 1: 100000 bei Harn und Blut fest. Zu 
quantitativen Zwecken ist diese Methode nicht verwendet worden. Auch 
die quantitative Methode von Weszelszky (jodometrische Bestimmung des 
durch Chlorwasser in Bromat iibergefiihrten Broms) fand keine weitere 
Verwendung. 

Mit einem Verfahren von Specketer, daB die Trennung der Halogene 
mittels des elektrischen Stromes bei verschiedenen Spannungen erméglichte, 
versuchte Pribram 1906 den physiologischen Br-Gehalt von Gehirn, 
Leber, Milz und Schilddriise festzustellen. Pribram konnte in den ge- 
nannten Organen kein Br finden (Grenze der Methode bei etwa 2 mg). 

Ein neues Stadium des Br-Nachweises begann, als im Jahre 1913 
Guareschi ein ganz besonders emptindliches Br-Reagens entdeckte, das 
durch die iibrigen Halogene ebenfalls nicht beeinfluBt werde. Guareschi 
fand, daB ein mit dem bekannten Schi//schen Aldehydreagens (durch 
schweflige Saiure entfirbtes Fuchsin) getrinkter Papierstreifen von freiem 
Br violett gefirbt wird, wihrend Chlor eine gelbbraune bis rétliche, 
Jod gar keine Verfarbung gibt. Mit dieser Methode untersuchte Guaresch: 
eine groBe Anzahl von unbelebten und belebten Substanzen und konnte 
in vielen von ihnen Spuren von Br als regelmaBigen Bestandteil nach- 
weisen. Die Reaktion ist etwa viermal so empfindlich wie die von Baubigny, 
zeigt also noch 0,008 mg Br an. Auch Bromate und Hypobromide 
geben eine ahnliche Firbung. Eine Reihe von Autoren unternahmen 
es nun, diesen Br-Nachweis zu einer quantitativen Methode auszu- 
gestalten. Hier ist zuniichst Wiinsche zu nennen, der dies auf kolorimetrischem 
Wege versuchte. Das mit KMnO, und H,SO, frei gemachte Br wurde 
durch einen Luftstrom mittels besonderer Apparatur in ein GefaiB iiber- 
fiihrt, das mit einem bestimmten Volumen des Schi/fschen Reagens be- 
schickt war, und die entstehende Violettfarbung mit vorher geeichten 
Farblésungen nach ihrer Intensitaét verglichen. Die Bestimmungsgrenze 
war 0,2mg Br. Alday-Redonnet erzielte mit dieser Methodik gute 
Resultate, betont aber die Schwierigkeit der Methode. Auch Oppenheimer, 
dér in einer eingehenden Arbeit die meisten Br-Bestimmungsmethoden 
kritisch bespricht, konnte die Wiinschesche Methode wegen ihrer Um- 
standlichkeit und der nicht leichten Herstellung guter und haltbarer Ver- 
gleichslésungen nicht durchfiihren. Oppenheimer ging wieder dazu iiber, 
die Entwicklung des freien Br und seine Firbung mittels des Guareschi- 


1) Nach AbschluB unserer Arbeit fiel uns noch eine Mitteilung neuesten 
Datums von Lorenz, Grau und Bergheimer in die Hinde, die nach dem- 
selben Prinzip mit Athylfluorescein eine auch quantitativ verwertbare 
Methode (Farbskala) angeben. 
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schen Indikators in demselben GefaB vor sich gehen zu lassen. Zum Frei 
machen des Broms benutzte er Chlorwasser bzw. eine Lésung von Caleium- 
hypochlorit (als Caporit im Handel), deren Chlorgehalt bestindiger als 
der des Chlorwassers sein soll. Oppenheimers Prinzip stellt einen Vergleich 
seiner Untersuchungsfliissigkeit mit einer bekannten Br-Lésung dar, und 
zwar nahm er als Vergleichspunkt den graublauen Umschlagston, den 
eine bestimmte Br-Lésung bei bestimmtem Caporitzusatz gibt. Dieser 
Farbton tritt auf, wenn zu dem violetten Br-Fuchsin weiterhin Caporit 
zugesetzt wird. Durch Reihen mit geringen. Intervallen, bei denen er zu- 
nichst die Analysenmenge, dann die Caporitlésung variierte, bestimmte er 
als Naherungswert den Br-Gehalt. Die Methode gibt Farbendifferenzen 
noch bei 0,025 mg. Abhnlich ging etwa gleichzeitig Hartwich vor, der das 
durch etappenweisen Zusatz von Chlorwasser jeweilig frei gemachte Br 
in Chloroform aufnahm und die einzelnen Chloroformmengen durch Indi- 
katorzusatz auf ihren Br-Gehalt priifte. Diese sukzessive Titration |aBt 
allerdings ein Schwanken um | bis 2mg Br nicht vermeiden. In der 
Herstellung des Indikators weicht Hartwich aber eigenartigerweise erheblich 
von Guareschi ab, obgleich er sich auf ihn bezieht. 

Auch franzésische Autoren versuchten, die Guareschische Methode 
quantitativ zu verwenden. Denigés und Chelle, die die Herstellung und 
Zusammensetzung des Indikators modifizierten, arbeiteten kolorimetrisch 
im Chloroformauszug. In neuerer Zeit stellte Damiens mit etwas ab- 
geiinderter Methodik (durch Lebeau) Untersuchungen, an Hunden an. 
Das Brom wurde von ihm durch Kaliumchromat mit konzentrierter Salz- 
und Schwefelsiure frei gemacht. Damiens konnte in den normalen Organen, 
besonders im Blute, geringe Mengen Brom nachweisen [der Vollbhitwert 
betrug 0.4 bis 0.5 mg-Proz., der Serumwert 0,6 mg-Proz. Br')). 


Bisherige physiologische Ergebnisse. 

Es ist auffallig, daB von den hier in aller Kiirze zusammengestellten 
zahlreichen Arbeiten sich nur verhaltnismaBig wenige mit dem physio- 
logischen Br-Gehalt von Organen, Blut oder Exkreten beschaftigen. 
Die meisten von ihnen befassen sich mit dem pharmakologischen EinfluB 
des Br oder stellen Beitrage zur Ausscheidung und Verteilung von zu- 
gefiihrten Br-Mengen unter den verschiedensten Bedingungen dar. 

Betrachtet man die bisherigen Untersuchungen tiber den Br-Gehalt 
des normalen Organismus, so st6Bt man auf erhebliche Widerspriiche. 
Autoren, wie Pribram, Labat und Pillat lehnen einen normalen Br-Gehalt 
ab; allerdings fand Pil/at in einem normalen Harn positive Br-Reaktion. 
Denselben Befund hatte schon 1868 Rabuteau und spiiter Guareschi in 
zwei Fallen. Andererseits konnten Dario-Baldi in normalen Schild- 
driisen, Paderi in der Zirbeldriise (iiber seine Methode ist leider Naheres 
anzugeben nicht méglich) und in neuerer Zeit Damiens Br in Blut und 
einigen Organen von Hunden nachweisen. Eine Diskussion der Befunde 
von Justus eriibrigt sich. 

') Erwahnt sei noch eine neuere photometrische Methode von Merke, 
die auf der geringeren Lichtempfindlichkeit von Ag Br beruht. Sie erlaubt 
nur eine quantitative Schatzung. 
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Kigene Untersuchungen. 

Unter diesen Umstanden lag es nahe, besonders in Beriicksichtigung 
der eingangs erwahnten Uberlegungen iiber das Vorkommen der Halogene 
in der Natur, die Frage des normalen Br-Gehalts des Organismus mittels 
der nunmehr verfeinerten Methodik nochmals eingehend zu priifen. Um 
den mdglicherweise vorhandenen Br-Stoffwechsel mit relativ gréBter 
Sicherheit zu erfassen, beschaftigten wir uns zunichst mit der Unter- 
suchung des Blutes. Dadurch war gleichzeitig die Méglichkeit gegeben, 
bei positivem Ergebnis eine klinisch verwendbare Methode zu schaffen. 

Wir gingen also zunachst so vor, dab wir 25 cem Vollblut im Nickel- 
tiegel mit Atzkalizusatz veraschten, um anorganisches und organisches 
Br in K Br tiberzufiihren. Dabei war zunichst zu beachten, dab wegen 
der bekannten langen Br-Retention die betreffenden Personen niemals, 
wenigstens nicht in den letzten Monaten Br zu sich genommen hatten 
und daB zur Gerinnungshemmung des Blutes kein Fluorsalz verwendet 
wurde. Das Blut wurde zuniichst auf kleiner Flamme zur Trockne 
eingedampft, vorsichtig verkohlt, der Kohlenriickstand mittels eines 
Glasstabes zerkleinert und kurz auf starker Flamme gegliiht. Ein 
langeres Gliihen wurde wegen der Gefahr eventuellen Br-Verlustes ver- 
mieden'). Um eine fast kohlefreie Asche zu erhalten, war es notwendig, 
den Riickstand nach mehrstiindigem Stehen nochmals zu gliihen. Erst 
bei grauweiBer Asche (eventuell mehrmaliges Gliihen nétig!) wurde mit 
Wasser von etwa 40 bis 50° ausgelaugt und filtriert. Auf diese Weise 
erhielt man ein vOllig wasserklares Filtrat, das mit Schwefelsaure gegen 
Phenolphtalein oder Lackmus scharf neutralisiert wurde. Nach mehr- 
fachen Uberlegungen versuchten wir den Br-Nachweis in dieser Fliissig- 
keit mittels der Reaktion von Guareschi als der empfindlichsten. Nach 
Ansauern des Filtrats (zur deutlichen Farbung wurde vorher auf 30 bis 
40 ccm eingeengt) und Zusatz von einigen Tropfen Schiffschen Reagenzes 
(1 prom. Fuchsin-Schwefligesiurelésung) wurde das Br mit Chlorwasser 
frei gemacht. Es zeigte sich eine deutliche Br-Reaktion, die aber nur 
unter ganz bestimmten Bedingungen auftrat. 

1. Zum Neutralisieren und Ansauern durfte keine konzentriert« 
Sdure verwendet werden, die jedenfalls das Br schon aus seinen Ver- 
bindungen austreibt. Ebenso verhindert zu starkes Ansiiuern die 
Reaktion. Reihenversuche mit sehr kleinen, gleichen Br-Mengen unter 
steigendem Siurezusatz iiberzeugten uns, daB die Br-Fuchsinfarbe 


') Gliiht man im Nickeltiegel tiber dem Bunsenbrenner K Br lingere 
Zeit, so tritt merklicher Verlust ein. Wie uns Herr Hofrat Schlenk liebens- 
wiirdigerweise auf unsere Frage mitteilte, tritt ein soleher Verlust 
Veraschung organischer Substanzen iiber dem Bunsenbrenner  infolge 
Gegenwart anderer Salze nicht ein. Auch unsere mit Zusatz von K Br 
zum Blute durchgefiihrten Veraschungen ergaben keine Abnahme an K Br. 


bei 
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immer schwacher auftrat. (Betont sei noch, daB die Guareschische 
Reaktion nur in saurem Milieu méglich ist, da der Farbstoff in alkalischer 
und neutraler Lésung spontan rot wird.) 

2. Die vorhandenen Carbonate, von denen bei dem Neutralisations- 
vorgang nicht alle unter CO,-Entwicklung zersetzt werden, gehen durch 
Chlorwasserzusatz in Chloride iiber. Diesem Umstand ist es wenigstens 
zum Teil zuzuschreiben, daB die Br-Reaktion erst nach ziemlich langem 
Chlorwasserzusatz auftritt. Wir siuerten deshalb das Filtrat zuerst so 
lange an, bis auch bei starkem Schiitteln keine Kohlensiure mehr 
entwich, und neutralisierten dann mit Natronlauge. Allerdings ver- 
braucht das sich dabei vermehrt bildende NaHSO, ebenfalls Cl, was 
wir spater durch geringeren Atznatronzusatz zur Schmelze auf ein 
Minimum reduzieren konnten. Immerhin tritt die Reaktion niemals 
wie in einer Bromkalilésung bei den ersten Tropfen Chlorwasser auf. 

3. Setzt man zu einer sehr verdiinnten Bromsalzlésung Chlorwasser 
im Uberschu8 hinzu, so bekommt man stets nur eine gelbe Farbe. Man 
muB sich vorstellen, wie dies auch Oppenheimer tut, daB das Chlor- 
wasser Br aus seinen Verbindungen frei macht, wodurch violettes Br- 
Fuchsin entsteht. Bei weiterem Chlorwasserzusatz wird das Br auch 
aus dieser Verbindung ausgetrieben, und es kommt zur Bildung von 
gelbem Cl-Fuchsin. Bei den relativ geringen Mengen, mit denen wir es 
zu tun hatten, geniigte schon der UberschuB einiger Tropfen starken 
Chlorwassers, um die Br-Fuchsinbildung gar nicht zustande kommen zu 
lassen. Es erwies sich also als notwendig, das Chlorwasser verdiinnt und 
ganz vorsichtig tropfenweise hinzuzufiigen, und dabei nach dem unter 
2. Gesagten zu bedenken, daB durch die zuerst anderweitige Bindung 
des Cl die Reaktion sehr hinausgezégert werden kann. 

Bei Beobachtung aller dieser Kautelen gelang es uns, in jedem 
untersuchten Blute von Menschen, die sicher niemals Br zu sich ge- 
nommen hatten, eine eindeutige Br-Reaktion zu erzielen. Wir standen 
somit vor der zwar nicht unerwarteten, aber immerhin sehr auffallenden 
Tatsache, daB das normale menschliche Blut nennenswerte Mengen von 
Br enthalt. 

Um Schliisse iiber die etwaige Bedeutung des Br-Gehaltes zu ziehen, 
war eine Quantititsbestimmung unerlaBlich. Da von allen bekannten 
Methoden die oben beschriebene gravimetrische von Fresenius die 
exakteste ist, stellten wir zunichst einige Analysen damit an, trotzdem 
die Methode nur fiir gréBere Br-Mengen verwendbar ist. Wir benutzten 
zur Untersuchung etwa je 500 ccm menschlichen Blutes verschiedener 
Herkunft. Allerdings war vielleicht dadurch eine Fehlerquelle gegeben, 
daB bei den vorhandenen sehr groBen Chlormengen das wenige Br durch 
den Chlorstrom nicht véllig ausgetrieben werden kénnte. Wir gingen 
deshalb auch noch so vor, daB von den 500 cem die Halfte direkt 
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analysiert wurde, die andere Halfte des Filtrats aber eingeengt, das Br 
durch Chlorwasser frei gemacht und mehrmals in Chloroform § aus- 
geschiittelt wurde. Etwa_ gebildete Chlorbromverbindungen und 
Hypobromite wurden durch Zusatz von Natriumbisulfit zerstért, das 
abgelassene Chloroform mit Natronlauge versetzt (Bildung von Na Br) 
und dann ebenfalls analysiert. Die Veraschung erfolgte auf die eben 
beschriebene Art portionsweise. 

Die derart erhaltenen Resultate stimmten relativ gut tiberein, 
besonders wenn man bedenkt, daB bei dem zuletzt erwahnten Analysen. 
gang mit Wahrscheinlichkeit geringe Br-Mengen verloren gehen muBten 
Als Beispiel folge hier das gekiirzte Protokoll einer solchen Parallel. 
untersuchung. 

I. Analyse. 
Direkte Bestimmung im Schmelzfiltrat von 300 cem Vollblut. 


(Austreibung des Broms durch den Chlorstrom): 


AgCl + Ag Br = 3.3426 ¢ \e Br 0.0027 (Mol.-Gew. Ag Br) 
AgCl + AgCl = 3,3399g “2 PT © (Mol. Gew. Ag Br)— (Mol.- Gew. Ag Cl) 
Gewichtsabnahme 0,0027 g 0,01140g 


Br = 0,00485 g = 4,85 mg = 1,61 mg-Proz. 


11. Analyse. 
Indirekte Bestimmung im Chloroformauszug von 300 com Vollblutschimelze. 
(Austreibung des Broms durch den Chlorstrom): 
AgCl + Ag Br = 0.7621 ¢ 0.0020 (Mol.-Gew. Ag Br) 
AgCl + AgCl =0.7601g A®Br= (4) Gew. Ag Br) — (Mol.-Gew. Ag) 
Gewichtsabnahme 0,0020¢ 
Br.= 0,0036 g = 3,6mg = 1,20 mg-Proz. 


Aus den auf diese Weise erhaltenen, durch direkte und indirekte 
Analysen gesicherten Resultaten ergab sich also die Tatsache, dab der 
im normalen menschlichen Blut vorhandene Br-Gehalt etwa 1 bis 
1.5 mg-Proz. betragt. Ob dieser Wert unter normalen Verhaltnissen 
noch weiter variiert, vermag erst eine sehr grobe Empirie sicherzustellen, 
iiber die wir zurzeit noch nicht verfiigen. Eine gewisse Analogie dazu 
bieten die Resultate von Damiens, der im normalen Hundeblut 
0,6 mg-Proz. Br fand. 

Im AnschluB an die mitgeteilten Untersuchungen stellten wir uns 
nun die Aufgabe, eine leicht ausfiihrbare quantitative Bestimmungs- 
methode auszuarbeiten, die es gestattete. den Br-Gehalt in klinisch zur 
Verfiigung stehenden Blutmengen festzustellen. Denn die Annahme 
lag nahe, daB Br-Mengen von iiber | mg-Proz. im Blut keinen fiir den 
Organismus gleichgiiltigen Befund darstellen miBten, daB unter patho- 
logischen Bedingungen Anderungen dieser Werte auftreten kénnten, 
und daB das hier gefundene Br vielleicht den Ausdruck eines uns bisher 
unbekannten, bestimmt regulierten Br-Stoffwechsels darstellte. Von 
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den bisher bekannten, oben kurz beschriebenen Methoden kamen von 
vornherein nur diejenigen dafiir in Frage, die mit bestimmten Br- 
Indikatoren arbeiteten, da die tibrigen, wie schon erwahnt, eine Be- 
stimmung von Bruchteilen von Milligrammen nicht gestatten. Es 
handelt sich also nur um eine quantitative Verwendung der Reaktionen 
von Swarts-Baubigny, von Jolles und von Guareschi. Da allein die 
Giuareschische Methode bisher quantitativ ausgearbeitet ist (Winsche, 
Hartwich, Oppenheimer, Denigés und Chelle). die Methode von Baubigny 
auch in der Labatschen Modifikation nicht so empfindlich wie diese ist, 
legten auch wir dem Br-Nachweis mittels des Schi/fschen Reagenzes 
unseren Versuchen zugrunde. Eine Nachpriifung der Winscheschen 
Methode eriibrigte sich aus den schon oben angefiihrten Griinden, 
zumal ihre Grenze von 0,2 mg fiir uns doch noch nicht geniigt hatte. 
Auch das Verfahren nach Hartwich, das uns an sich gute Resultate 
lieferte, lieS sich fiir Bestimmungen unter Img nicht verwenden. 
Dagegen konnten wir mit der von Oppenheimer angegebenen Methode 
in wasserigen Bromalkalilésungen mit geniigender Genauigkeit auch 
Bruchteile von Milligrammen feststellen, bei Bestimmungen im Schmelz- 
filtrat war ihre Durchfiihrung aber nicht méglich. Denn die Chlor- 
wassermengen, die zum Auftreten des Umschlagtones in der Bromsalz- 
lésung und im Filtrate nétig sind, miissen bei gleichem Br-Gehalt ver- 
schiedene sein, da, wie erwahnt, die Reaktion im Blut stets eine erhebliche 
Verzégerung erleidet. Es war somit ein Vergleich im Sinne Oppen- 
heimers zwischen Bromsalzlésung und Analysenlésung unmdéglich. Mit 
der Methode von Denigés und Chelle, die uns nur in der Modifikation von 
Lebeau durch die Arbeiten von Damiens vorlag. konnten wir in gréBeren 
Mengen unseres Auszuges Br nachweisen. Bei kleinen Filtratmengen 
erhielten wir jedoch sofort einen gelben Farbton. Wir glauben, dab dies 
auf den Zusatz von konzentrierter Salzsaure zuriickzufiihren ist, wodurch 
die Bromfuchsinbildung nicht sichtbar wird. Beim Weglassen der kon- 
zentrierten Salzsaiure und tropfenweisen Chlorwasserzusatz konnten wir 
auch bei kleineren Mengen eine violette Fiarbung des Chloroforms er- 
zielen. Auberdem ergaben ausgedehnte Voruntersuchungen, iiber die 
weiter unten berichtet wird, dab ein kolorimetrischer Vergleich nicht 
durchfiihrbar ist. 

Da also fiir unsere speziellen Zwecke keine der bekannten Methoden 
anwendbar war, gingen wir selbst zur Ausarbeitung eines quantitativen 
Verfahrens nach dem Prinzip von Guareschi iiber. Zum Freimachen 
des Broms schien uns auch fiir kleinste Mengen der tropfenweise Zusatz 
von Chlorwasser am geeignetsten. 

Zunachst kamen zwei Méglichkeiten in Frage: 

1. Eine titrimetrische Methodik (die Violettfarbung geht bei 
weiterem Zusatz von Chlorwasser in Gelb iiber, siehe oben). 
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2. Kine kolorimetrische Methodik. 

1. Langdauernde Versuche iiberzeugten uns, dal eine Titration 
unmdéglich ist, wie dies auch schon Oppenheimer festgestellt hat. Einmal 
ist die Reaktionskinetik sehr langsam, ferner aber auch der Farben- 
iibergang von Violett in Gelb véllig unscharf, so daB ein sicherer Um- 
schlag bei gew6hnlichem Titrierverfahren nicht feststellbar war. Dazu 
kam noch die Schwierigkeit, daB bei den verschiedenen Schmelzausziigen 
der Beginn der Reaktion ein ganz verschiedener war, sich sogar bei 
demselben Auszug durch lingeres Stehen verinderte. Bei derartig 
schwierig zu bestimmendem Anfang und Ende der Reaktion war also 
eine titrimetrische Bestimmung nicht durchfiihrbar. 

2. Eine kolorimetrische Bestimmung, die zunichst wegen der 
Intensitat der Farben sehr aussichtsreich schien, erforderte eine Ver- 
gleichslésung. Eine Bromalkalilésung erwies sich als ungeeignet, weil 
im Verhaltnis zum Blut bei gleichen Br-Mengen ihre Farbtiefe stets 
gréBer war. Auch eine von uns kiinstlich hergestellte Salzlésung (NaC, 
Na, CO, usw.) gab keine besseren Resultate. Es machte sich im Schmelz- 
auszug immer eine gewisse Hemmung sowohl an Intensitit als vielleicht 
auch an Quantitit in der Farbreaktion geltend. Sogar der Versuch, als 
Vergleichslésung Filtrat von Blutschmelzen zu verwenden, dem eine 
bestimmte Menge NaBr zugesetzt wurde, fiihrte uns nicht zum Ziel. 
Abgesehen von dieser Schwierigkeit, wire es nétig gewesen, in der 
Reaktionskurve der Br-Fuchsinbildung einen bestimmten Punkt als 
Vergleichspunkt festzulegen. Denn wie mehrfach betont, verandert 
sich die violette Farbe parallel zum Chlorwasserzusatz. Es muBte also 
ein Farbvergleich bei ganz bestimmter Chlorwassermenge erfolgen, was 
ebenfalls nur bei einer Vergleichslésung méglich gewesen wiire, die 
genau die gleiche Reaktionsverzégerung aufwies, wie die Untersuchungs 
fliissigkeit. 

AuBerdem zeigte sich aber schon in einer einfachen wisserigen 
Bromalkalilésung, daB sowohl bei einem Vergleichspunkt im Beginn, 
auf der Héhe wie gegen Ende der Violettfarbung die Farbtiefe keines- 
wegs in Parallele zur Br-Menge steht. (Selbstverstandlich darf ein so 
grober Chlorwasserzusatz, da bei der einen Lésung schon ein grauer 
oder braungelber Umschlagton erzeugt wird, nicht angewendet werden.) 
Irgendeine GesetzmaBigkeit zwischen Br-Gehalt und Farbton konnten 
wir nicht erkennen, so daB wir auch auf ein kolorimetrisches Verfahren 
verzichten muBbten, trotzdem Autoren wie Wiinsche und Denigés und 
Chelle kolorimetrisch vorgegangen waren. 

Nach den verschiedensten fehlgeschlagenen Versuchen kamen wir 
endlich dazu, die Br-Bestimmung als Schwellenwertsmethode aus- 
zuarbeiten. Es lieB sich feststellen. da® erst bei ganz bestimmter 
Br-Konzentration die charakteristische Violettfarbe auftritt, und zwar 
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ergab sich bei unserer Versuchsanordnung in der Bromalkalilésung 
0,05 mg Br als unterer Schwellenwert. Dieser Wert ist ziemlich exakt, 
wenn man sich auf eine natiirlich ganz schwache, aber deutlich violette 
Farbe beschrankt und von einer braunlichen Farbung abstrahiert, die 
bei geringerer Konzentration auftritt; dies gelingt bei einiger Cbung 
leicht. Empfehlenswert ist es, eine angesiuerte, mit Indikator versetzte 
und durch Zusatz einiger Tropfen Chlorwasser gelblich gefarbte Wasser- 
kontrolle als Vergleich zur Hand zu haben. Im normalen Blutfiltrat 
lag nun dieser Schwellenwert, wie wir an zahlreichen Analysen fest- 
stellen konnten, zwischen 4 und 5 cem Vollblut. Obwohl wir uns bewubt 
sind, daB der Vergleich zwischen dem Schwellenwerte der Bromalkali- 
lésung und dem des Blutfiltrats nicht ganz exakt ist (siehe oben), 
laBt sich doch wohl daraus annahernd schlieben, daB in 4 bis 5 cem 
Blut etwa 0,05 mg Br vorhanden sein miissen, was einem Br-Gehalt 
des Blutes von etwa | bis 1,25 mg-Proz. entsprechen wiirde. Die Zahlen 
stimmen gut mit den Ergebnissen unserer Untersuchungen mit der 
Freseniusschen Methode iiberein. Die Genauigkeit der Schwellen- 
wertsbestimmung reicht fiir klinische Zwecke sicher aus; es ist ein 
Fehler bis zu leem Blut mdéglich, was bei einem Br-Gehalt von 
1,0 mg-Proz. eine Differenz von 0,25 mg-Proz. machen wiirde. 

Unter Beriicksichtigung der schon bei unseren qualitativen Unter- 
suchungen erwahnten Tatsachen verlauft die Br- Bestimmung folgender- 
maBen : 

25 cem Oxalatblut werden im Nickeltiegel mit etwa 2 bis 3 g Atz- 
natron (oder Atzkali) in oben angegebener Weise verascht, kurz gegliiht, 
nach mehrstiindigem Stehen bis zum vdllig grauweibem Riickstand 
gegliiht, mit Wasser von 40 bis 50° ausgezogen und filtriert. Schneller 
kommt man zum Ziele, wenn man dem Riickstand einige Tropfen 
Wasser zusetzt und dann nochmals gliiht. Das Filtrat, das vollig 
farblos sein mub, wird auf 50 oder 100 ccm aufgefiillt. In ein kleines 
Kélbchen gibt man zunachst die 4 cem Voliblut entsprechende Filtrat- 
menge, fiigt einen Tropfen Phenolphtalein zu, saiuert mit 25 proz. 
Schwefelsiure bis zum voélligen Austreiben der Koblensiure an und 
neutralisiert scharf mittels Natronlauge. Darauf werden 0,7 cem 25 proz. 
Schwefelsiure zugefiigt, ferner 0,15ccm des Indiiators (iiber die 
Indikatorbereitung, die zur Erzielung eines genauen Schwellenwertes 
besonders wichtig ist, siehe unten). Man setzt zunachst zwei Tropfen 
Chlorwasser zu, schiittelt um und beobachtet die Farbe. In dieser Weise 
fahrt man fort dabei zwischen den Chlorwasserzugaben mindestens 
| Minute verstreichen lassen und gut schiitteln —-, bis eine Farben- 
ainderung eintritt. Als Kontrolle benutzt man ein GefaB mit destilliertem 
Wasser, eine Leerbestimmung in Wasser, die einen gelblichen Farbenton 
annimmt und eine schwach violette Bromfarbe (z. B. Bestimmungen in 
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0.07 bis 0.1 mg Br). Ist in der Filtratmenge geniigend Brom enthalten. 
so zeigt sich eine, wenn auch ganz schwache, doch deutlich violette 
Farbe, im anderen Falle geht die Farbe langsam in einen gelben, gelblich- 
roten oder gelblichbraunen Farbenton iiber. 

Es schlieBen sich je nach dem Ergebnis die Bestimmungen in der 
3 oder 5cem Blut entsprechenden Filtratmenge an. Auf diese Art 
gelingt es bald, den Schwellenwert zu finden, den man meist auf 0.5 cem 
Blut genau festlegen kann. 


Be esprel, 

25c¢cem Oxalatblut verascht, gegliiht, ausgezogen; Filtrat klar auf 
100 cem aufgefiillt. 

l6cem Filtrat (= 4c¢cem Blut) ergeben gelbe Farbe, bei der ersten 
Farbinderung zeigt sich ein etwas rétlicher Ton, jedoch kein Violett. 

20cem Filtrat (= 5,0cem Blut) ergeben schwach, aber deutlich 
violette Farbe, die etwa beim achten Tropfen Chlorwasser auftritt und 
nach weiterem Chlorwasserzusatz bald in Gelb iibergeht. 

Seem Filtrat (= 4.5cem Blut) ergeben kein Violett. 


Resultat. 

20 cem Filtrat (= 5,0cem Blut) haben sich als Schwellenwert 
ergeben, entsprechen also 0,05 mg Brom: demnach enthalt das Blut 
1,0 mg-Proz. Br. 

In Fallen, wo wir nach Brommedikation das Blut untersuchten, 
gingen wir natiirlich gleich von vornherein von bedeutend kleineren 
Blutmengen aus. 

Notwendige Reagenzien. 

1. Bromfreies destilliertes Wasser. 

2. 25proz. Schwefelsiure. 

3. 33 proz. reine Natronlauge. 

4. Offizinelles Chlorwasser, das wir in der Verdiinnung 1:5 an- 
wandten. 

5. Reines Atznatron oder Atzkali. 

6. Phenolphtalein (1 proz. alkohol. Lésung). 

7. Indikator: 100 mg ganz fein gemérsertes, reines Fuchsin werden 
in 100 cem diinner schwefliger Saure in der Wirme (etwa 60°) geldst 
und 24 Stunden im Eisschrank stehengelassen. Es ist dann das Fuchsin 
vollig gelést und die Fliissigkeit bis auf einen schwach gelblichen Farben- 
ton entfarbt. 

Herstellung der schwefligen Saure: In einem Kélbchen (unter dem 
Abzug) macht man mit Natriumbisulfit und Schwefelsiure (konzentriert) 
SO, frei und leitet es in Wasser ein. Zum Auflésen des Fuchsins ver- 
wendet man eine SO,-Lésung, von der 1 cem 0.5 bis 0,6 cem n/10 NaOH 
gegen Phenolphtalein verbraucht. Der fertige Indikator, den man zur 
Kontrolle noch einmal gegen n/10 NaOH ohne Indikatorzusatz titrieren 
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kann, verbraucht pro Kubikzentimeter etwa 0,2 ccm n/10 NaOH bis 
zur ausgesprochenen Rotfirbung. 

Der Indikator muB eine ganz bestimmte Starke an schwefliger 
Saure haben, da zuviel schweflige Siure die Feinheit der Reaktion 
vermindert. Bei zu wenig schwefliger Siure gibt der Indikator stets 
einen rétlichen Farbenton, der das Erkennen des Violetts erschwert. 
Der Indikator halt sich etwa 8 bis 14 Tage im Eisschrank, muB aber 
vor jeder Untersuchung durch eine Leerbestimmung kontrolliert werden 
(destilliertes Wasser +- 0,7 com 25 proz. H,SO, +. 0,15 ccm Indikator 
+ einige Tropfen Chlorwasser). Es mu8 sich sofort ein gelblicher 
Farbenton einstellen; tritt Rotfirbung ein, so ist der Indikator nicht 
mehr brauchbar. 

8. Als Standardlésung eine Lésung von 0,1489g¢ Kaliumbromid 
(Kahlbaum) auf 1 Liter bromfreies destilliertes Wasser. Es enthilt 
dann | cem dieser Lésung 0,1 mg Br (in dieser Lésung fanden wir 0,5cem 
(= 0,05 mg Br) als den Grenzwert bei der von uns angegebenen An- 
ordnung). 

Alle Chemikalien, besonders auch das Wasser, sind vor Benutzung 
auf Brom zu priifen. Wir konnten die Angabe Guareschis bestatigen, 
daB sich Brom sehr oft als Beimengung in den Chemikalien findet. 
Besonders die Chloride sind nur selten davon frei. 


Erwahnt sei noch, daB wir unsere Reaktion auch im Scheidetrichter 
mit Chloroformzusatz vornahmen und ausschiittelten. Die Reaktion ist 
dabei zwar empfindlicher, d. h. der Schwellenwert liegt tiefer, ist aber 
nicht so exakt festzulegen, weil das Chloroform auch bei Spuren von 
Brom eine rétliche Verfirbung zeigt, die schwer von der schwach 
violetten Farbe oberhalb des Schwellenwertes (bei dieser Methodik 
etwa 0,006 mg Br) abgrenzbar ist. 


Zusammenfassung. 


Wie sich durch eine Zusammenstellung der Bromliteratur zeigen 
laBt, bestehen keine sicheren Angaben iiber den normalen Bromgehalt 
des menschlichen und tierischen Organismus (siehe auch Hoppe-Seyler- 
Thierfelder, Aufl. 1924). Unsere aus diesem Grunde unternommenen 
Untersuchungen iiber einen etwaigen Bromgehalt des Blutes fiihrten zu 
dem Ergebnis, da das Blut von Menschen, die sicher niemals Brom zu 
sich genommen haben, einwandfrei Brom enthalt. 

Der Nachweis geschah zunichst qualitativ nach Guareschi im 
Aschenfiltrat. Quantitative Bestimmungen mit der bekannten indirekten 
Methode, sowie mit einer von uns ausgearbeiteten Methodik nach dem 
(uareschischen Prinzip ergaben mit guter Ubereinstimmung einen Wert 
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von etwa 1,0 bis 1,5 mg-Proz. Br. Es wird weiter die genaue Methodik 
beschrieben, wie in klinisch zur Verfiigung stehenden Blutmengen der 
Br-Gehalt als Schwellenwert mit zunachst ausreichender Genauigkeit 


bestimmt werden kann. 
Weitere Untersuchungen iiber pathologische Befunde, den Brom- 
gehalt der Organe und iiber die Verteilung im Blute sind im Gange. 
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Berichtigung. 


In der Mitteilung von M. Kondo, diese Zeitschr. 1560, 338, Zeile 6 
von unten lies: ,,unter Bildung einer Substanz* statt an eine Substanz. 








Die quantitative Untersuchung biologischer Fliissigkeiten 
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Es ist wahrscheinlich, daB den biologisch vorkommenden, stark 
oberflachenaktiven Substanzen wie héheren Fettsiuren. Cholaten und 
grobmolekularen EiweiBspalt produkten eine groBe Bedeutung zukommt, 
gerade durch ihre Neigung zur Grenzflachenkonzentrierung und den 
sich daraus ergebenden EinfluB auf Kolloiddispersitat, Membran- 
permeabilitat usw. Bis jetzt ist jedoch nur wenig Brauchbares auf 
diesem Gebiete festgestellt worden, und deshalb haben wir versucht, 
ob nicht eine Methodik, welche fiir die fragliche Untersuchung besser 
geeignet ist als die bis jetzt verwendete, etwas mehr Resultate ergeben 
kénnte. 

Methodisch ist die wichtigste Aufgabe die Untersuchung der 
Oberflachenaktivitat der im Blute gelésten Substanzen bzw. die Be- 
stimmung der Oberflichenspannung des Blutes.  Dabei kommt. als 
gut definierbare GréBe nur die sogenannte statische Oberflachenspannung 
in Betracht, d. h. also diejenige Tension welche bei Gleichgewicht 
zwischen den Konzentrationen in der Oberfliche und im Innern der 
Lésung besteht. Halbdynamische Spannungsergebnisse, wie sie z. B. 
bei kolloidalen Fliissigkeiten mit Tropfenzahlmethoden gefunden 
werden, sind schwierig interpretierbar: nur wenn die Tensions- 
erniedrigung durch schnell diffundierende Substanzen, wie Essigsaure, 
bedingt wird, sind statische und dynamische Spannung einander gleich 
und ist die stalagmometrische Methode anwendbar. 

Von den statischen Methoden fiir biologische Oberflachenspannungs- 
bestimmungen ist das Verfahren des Adhasionsringes weitaus tiber- 
legen'): sie gestattet die genaue Messung der Tensionserniedrigung 
durch monomolekulare Schichten der kapillaraktiven Substanz, welche, 


') Bestimmung mit einer Torsionswage. Literatur: Lec. du Nouy, 
Journ. gen. Physiol. 1, 621, 1919; R. Brinkman und EF. ran Dam, Miinch. 
med. Wochenschr. 1921, 8. 1550; T. Tominaga, diese Zeitschr. 140, 230, 1923. 
Komplette Apparatur bei Hartmann und Braun A.-G., Frankfurt a. M. 
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stalagmometrisch gemessen, vollkommen unbemerkbar bleiben bei 
diesen immer groBbmolekularen Substanzen. Vergleicht man z. B. 
nach T'ominaga') die Oberflaichenspannung verdiinnter Oleatlésungen 
mit einem Stalagmometer (Tropfenzahl 53.6) und mit der Adhasions- 

methode, bei gleicher 





























80 Temperatur gemessen, 
2 Wasser + so zeigt sich folgendes 
| (Abb. 1). 
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Abb. 1 Seifenlésung ist also 


stalagmometrisch keine 
Spannungserniedrigung mehr auffindbar, wahrend die statische Messung 
noch eine Verminderung von 22 Dynen anzeigt. Bei starker konzen- 
trierten Lésungen findet man mit der Tropfenzahlbestimmung ungefahr 
den statischen Wert; die wirklich dynamische Spannung ist mehr 
als zweifach gréBer (Methode der schwingen- 
den Strahlen). 
Dieselbe Erscheinung findet man_ bei 
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| Stalag 


der Messung der Oberflachenspannung von 
“| | Sera und ihren Verdiinnungen. Nach den 
| Ming | Untersuchungen Tominagas*) wird diese 
GréBe bedingt durch eine sehr kleine, nicht 
55 St diffusible Menge héherer Eiweibspaltpro- 
dukte und sicher nicht durch die Eiweib- 











50; 7 a 7 7 7 : . . 
won 00 0 to ® stoffe: von vornherein ist es also wenig 
Serumverdunnung wahrscheinlich, daB ihre Oberflachenaktivi- 
Abb. 2. tat durch die strémende Tropfenoberflache 


bestimmt werden kann. In Abb. 2 sind wieder Vergleichswerte von 
stalagmometrischer und Ringmethode angegeben. 

Hier zeigt sich also die Unbrauchbarkeit der Tropfenzahlmethode 
fiir die Bestimmung der Oberflichenspannung des Serums und natiirlich 
auch fiir die Messung etwaiger Anderungen. 


') T. Tominaga, |. ¢. 
2) Derselbe. diese Zeitschr. 141, 248, 1923. 
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Nur wenn eine Erniedrigung durch relativ schnell diffundierende 
Substanzen verursacht wird, ist eine Anwendung der stalagmometrischen 
Methodik mdéglich, wie das z. B. bei der Verfolgung der Tributyrin- 
spaltung durch Serum nach Rona und Mitarbeitern geschieht. Hier 
bietet sie sogar den Vorteil, daB die betrachtliche Tensionserniedrigung 
durch das verdiinnte Serum selbst unmerkbar bleibt, so dal die Ober- 
flachenspannung nach der Esterspaltung scheinbar fast auf den Wasser- 
wert ansteigen kann. Auch bei der Untersuchung der Adsorption schnell 
diffundierender Substanzen an hydrophile Kolloide (z. B. Buttersaure 
an Starke oder Gelatine) hat eine Tropfenzihlmethode mit schnell 
flieBenden Tropfen dieselben Vorteile'!). Wenn es aber auf genaue 
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Zeit nach Serumzufugung in Minuten 
Abb. 3. Ablesung der Tributyrinspaltung 
UntereLinie: Konzentration — Oberflachenspannungskurve einer verdunnten 
Tributyrinlosung. Obcre Linie: Oberflachenspannungssteigeruny derselben 
Losung durch 10 proz. Kaninchenserum bei pj, 7.8. 

und schnelle Messung der Tributyrinspaltung durch kleine Serum- 
mengen ankommt, ist auch hier die Methode der Torsionswage weit 
iiberlegen. Als Beispiel geben wir Abb. 3 nach den Versuchen von 
Herrn cand. med. MW. Russchen. 

Fiir das Studium kapillarchemischer Prozesse bei biologischen 
Vorgingen wie bei immunologischen Reaktionen*) (Anaphylaxie. 
Meiostagminreaktion) ist aber die halbdynamrsche Stalagmometer- 
methode nicht brauchbar, obwohl sie bis jetzt fast ausschlieBlich benutzt 
wurde. Wenn man z. B. bei Kopaczewski®) die Oberflachenspannung 


') Siehe z. B. Lasnitzky und Farmer Loeb, diese Zeitschr. 146, 96, 1924. 

*) Literatur bei Friedberger und Putter, Zeitschr. f. Immun. 36, 215, 1923. 

3) Kopaczewski, Arch. int. d. Physiol. 20, 1922. Noch héhere Werte. 
mit demselben Instrument gemessen, findet man bei Zunz und La Barre, 
Arch. Int. Physiol. 21, 361, 1923. 
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des doppelt verdiinnten Blutes auf 70,25 Dynen angegeben findet, 
wahrend sie bei statischer Messung nur ganz wenig von der Spannung 
des unverdiinnten Blutes (55 bis 57 Dynen) verschieden ist, wird es 
einleuchten, daB eine eventuell gefundene Erniedrigung meistenfalls 
gar nicht von einer kapillaraktiven Grenzflachenanderung, sondern 
von einem nicht genau zu analysierenden EinfluB auf die Diffusions- 
veschwindigkeit in die sich immer erneuernde Grenzschicht herriihren 
muBb. Und umgekehrt, wenn sich z. B. bei einer Lmmunreaktion wirklich 
eine kapillaraktive Substanz, welche wohl immer gréBermolekular 
sein wird (Albumosen, Peptone, Fettsauren), in kleinen Mengen im 
Blute befande, so wiirde eine Tropfenzahlmethode nicht imstande sein, 
ihre Anwesenheit aufzudecken, wie das aus den Abb. 1 und 2 hervorgeht. 


Da mit jeder Oberflachenspannungsmessung nur die freien und 
nicht die an Plasma- oder Kérperchenkolloide gebundenen — stark 
aktiven Substanzen bestimmt werden kénnen, wird eine fiir das Blut 

geeignete Methode imstande sein miissen, 

- | . # auberordentlich kleine Mengen dieser Stoffe 
quantitativ zu studieren, denn das Bindungs- 
vermégen der Blutkolloide fiir sie ist sehr 
grob, wenigstens bei Zimmertemperatur, bei 
welcher die Versuche fast immer stattfanden. 
Man kann bekanntlich ganz betrichtliche 
Mengen Seifen, Cholate, Peptone usw. im 
Plasma lésen, ohne groBe Anderung der 

aoakimloateadl™ statischen Oberflachenspannung. Sofort nach 
Na-oleat der Zufiigung ist sie erniedrigt. wenige Augen- 

eset A ete rtatemys a blicke nachher aber wieder auf den Original- 
(Kaninchen) bei 18° durch eine Wert angestiegen. Die Abb. 4 und 5 mégen 


lige Zuftigung von 0,001 N. : : , , : : 
tie iy noch einmal eine Hlustrierung dieses wichtigen 
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Verhaltens geben. 

Ganz analoge Erfahrungen hat auch du Nouy gemacht bei der 
Zufiigung kapillaraktiver Substanzen zu Serum in vitro’). 

Und auch bei intravenéser Injektion von Seifen und Messung der 
Oberflichenspannung des Blutes nach der Einspritzung bei Zimmer- 
temperatur gelingt es bei ertraglichen Dosen nicht, eine Erniedrigung 
dieser Tension festzustellen. Es ist dann auch wohl mit Sicherheit an- 
zunehmen, dap eine bedeutende, etwas linger andauernde physiologische, 
pathologische oder experimentelle Beeinflussung der Oberflachenspannung 
Blut—Luft nicht durch in vivo noch ertrdgliche Mengen einer stark 


aktiven Substanz verursacht werden kann. 


') P. Lecomte du Nouy, Science 60, 337, 1554, 1924. 
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Will man nun doch den Versuch machen, eine Anderung in det 
Konzentration oder Beschaffenheit der stark kapillaraktiven Sub 
stanzen des Blutes nachzuweisen, so mu man ihre Bindung an die 
Blutkolloide (Adsorption) herabsetzen bzw. die noch reversible Bindung 
wieder losen. Jedenfalls ist es deshalb angezeigt, eine Messung so 
schnell wie méglich nach der erwarteten Anderung vorzunehmen. Und 
weiter ist die Tempe- 
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tiven lem peraturkoeffi- Abb. 5. EinfluB einer steigenden Seiftenkonzentration aut 
zienten der \dsorptions- die Oberflachenspannung des Serums und des Wassers 


geschwindigkeit. Vergleichung der Oberflachenspannung des Kaninchen- 


troffen durch den nega- 


serums bei 18° und bei 37° zeigt das deutlich. Bei 18° betragt sie im Mitte! 
56 Dynen, bei 37°48 Dynen: die bloBbe Verringerung derW asseroberflachen- 
spannung durch diese Temperatursteigerung wiirde nur 2 Dynen betragen. 
Man kénnte nun vielleicht auch erwarten, dab eventuelle Ande- 
rungen in der Menge oder Konstitution der kapillaraktiven Substanzen 
sich besser auffinden lassen, wenn das Blut wahrend der Entnahme und 
Messung immer auf Koérpertemperatur bleibt. Folgende Tabelle zeigt 
vergleichend das Verhalten desselben frischen Kaninchenblutes zu 
einer beigefiigten Oleatlésung. wenn das Serum immer auf Koérper- 
temperatur bleibt. 
Frisches WKaninchencitratblut (4 Vol. shut 1 Vol. Sproz. Na-Citrat) 


Oberflachenspannung sofort gemessen 59 Dynen, nach LO Minuten 55 Dynen;: 
bei 35° 48 Dynen. 





1 Min. nach Zufugung Nach 5 Min. Nach 15 Min Nach }) Min 
+ Oleat 
bei 20°C bei 35°C bei 20°C bei 35°C bei 20" C bei 35° C bei 20° C bei 35" ¢ 
Q@eem... DD 40 aD 41 a» 43 D4 48 
O002N ... By) 30 ae) 3Y MM 43 4 4s 
O003N ... M45 30 DD tt oe) 42 4 47 


Die Tensionserniedrigung durch Na-Oleat bei Zimmertemperatur 
ist nur kiirzer als | Minute auffindbar (vgl. Abb. 4). bei 35° bleibt sie 
5 bis 15 Minuten bestehen. 
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Es ist hierbei aber noch zu betonen, dab diese zeitliche Erniedrigung 
nur von sehr stark kapillaraktiven Substanzen. wie Seifen und Cholate, 
gegeben wird. Substanzen mit grober biologischer Bedeutung, wie die 
Peptone, welche nicht so erheblich kapillaraktiv sind, kénnen selbst 
bei Zufiigung in gréBeren Konzentrationen die Oberflachenspannung 
nicht unter 55 Dynen herabsetzen, auch nicht wenn bei 37° gemessen 
wird. Das riihrt vielleicht auch daher, daB die Oberflichenspannung 
des normalen Blutes von peptonartigen Substanzen selbst verursacht 
wird!) und die Oberflache schon normalerweise hiermit gesittigt er- 
scheint. Konzentrierung des Blutes oder des metaphosphorsauren 
Filtrats') bedingt keine weitere Erniedrigung der Spannung. Damit 
erscheint auch eine biologische Erniedrigung der Tension durch diese 
Substanzen fast unmdglich. 

Da die Untersuchung des unverdiinnten Serums also nicht sehr 
veeignet ist. versuchten wir noch, ob nicht eine starke Verdiinnung des 
Blutes oder Serums mit reinem Wasser den Nachweis kapillaraktiver 
Anderungen empfindlicher machen wiirde. Die Hypothese hierbei 
war, da man die Blut — Luftoberflache im Verhaltnis zu der Blutkolloid- 
grenzflache relativ stark erhéhen konnte durch betrachtliche Ver- 
diinnung des Blutes. und weiter. daB eine Tensionserniedrigung durch 
sehr kleine Substanzmengen sich besser an einer hohen Anfangsspannung 
als an einer schon ziemlich stark erniedrigten nachweisen laBt. Von 
du Nouy*) ist diese Methode zum Nachweis von Lmmunsubstanzen 
im Serum benutzt worden; bei seiner ..time-drop’’-Bestimmung wird 
die Differenz der Oberflichenspannung des 1lO0000fach verdiinnten 
Serums sofort nach der Verdiinnung und 2 Stunden nachher gemessen. 
Du Nouy hat in dieser Weise eine Zunahme des ..time-drop™ bei 
Immunitatsreaktionen gefunden: allerdings beruhen seine Resultate. 
soweit wir sehen. nicht auf wirklicher Erniedrigung des statischen 
Wertes, sondern auf Erhéhung des Anfangswertes. 

DaB mit dieser Verdiinnungsmethode eine Vermehrung der kapillar- 
aktiven Substanzen des Serums etwas deutlicher gefunden werden 
kann, ist sehr wahrscheinlich, wie es folgende Tabelle anzeigt. Allerdings 
muB die Verdiinnung | bis 2 Minuten nach der Zufiigung der gesuchten 
Substanz vorgenommen werden, und wird bei verschiedenen Substanzen 
das Resultat von deren verschiedener Bindungsgeschwindigkeit ab- 
hangen. 

Zu 10 cem frischen Kaninchenserums bei 18° (Oberflachenspannung 
¥6 Dynen) fiigt man n 1000 Na-Oieat, sorgt fiir eine gleichmaBbige 
Mischung und verdiinnt 0,1 cem des Seifenserums auf | Liter im Meb- 


') T. Tominaga, diese Zeitschr. 141, 248, 1923. 
*) Lee. du Nouy, Journ. exper. Med. 37, 659, 1923. 
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zylinder mit Leitungswasser.  Hierbei mu’ Schaumbildung immer 
vermieden werden, weil sonst éfters die meisten kapillaraktiven Sub- 
stanzen im Schaum irreversibel gebunden werden. Vergleichung mit 


' 0009 Normalserum zeigt folgendes (statische Oberflachenspannung 
nach einer halben Stunde gemessen): 

* ‘10000 Normalserum ie Be ok ow oo * 

roo (Serum n/1000 Seife) . .. . . 66.5 


In dieser Weise kann es also gelingen, eine Vermehrung des Blutes 
an kapillaraktiven Substanzen nachzuweisen, und wir konnten mit 
dieser Methode zeigen, das der Gehalt des Blutes an kapillaraktiven 
Substanzen unmittelbar nach der Vagusreizung zugenommen hat. 
Man mub hierbei aber sehr schnell und sauber arbeiten, und auch dann 
gelingt der Nachweis nicht immer; quantitative Anspriiche hat die 
Methode gar nicht. 

Wir beschreiben deshalb im folgenden eine neue Methode fiir 
die Untersuchung des Blutes auf kapillaraktive Substanzen, welche 


wir fiir aussichtsreicher halten. 


Quantitative Bestimmung sehr Kleiner Mengen stark kapillaraktiver 
Substanzen mittels direkter Messung ihrer Ausbreitungsoberfliche in mono- 
molekularer Schicht. 

Aus den bekannten Arbeiten iiber monomolekulare Oberfliachen- 
schichten von Langmuir, Devaux, Marcellin, Adam usw. weil man, 
dab. wenn sich sehr wenig kapillaraktive Molekiile in der Wasser 
oberflache wie in einer zweidimensionalen Gasphase bewegen, diese 
mit sehr kleinem Druck zu einer .fliissigen** oder .festen’’ Phase zu- 
sammengeschoben werden kénnen, dal} aber in diesem Augenblick, wo 
eine Monomolekularschicht entstanden ist, der Druck notwendigerweise 
fiir weitere Oberflachenverkleinerung sehr viel gréBer wird. Daraus ergibt 
sich eine einfache Methode zur quantitativen Untersuchung auf sehr 
kleine Mengen stark kapillaraktiver Substanzen. welche Methode 
sich fiir die diesbeziigliche Untersuchung des Blutes als viel brauchbarer 
herausstellte als die Oberflachenspannungsmessung. Sie ist dabei 
viel empfindlicher, weil cine Substanzmenge, welche fiir die Bildung 
einer Monomolekularschicht nicht mehr ausreicht, durch Oberflaichen- 
spannungsbestimmung nicht aufgedeckt werden kann, wahrend die 
neue Methode der direkten Oberflachengr6éBenbestimmung der Ad- 
sorptionsschicht gerade eine kleinere Konzentration als diese zur Voraus- 
setzung hat. 

Wir haben folgende einfache Anordnung konstruiert (s. Abb. 6). 


Ein niedriges, rechtwinkliges glasernes Schilehen (1), Tnnentlinge 
14.5 em, Innenbreite 6.3 em, Innenhéhe 1,2 em, Wanddicke 0.3 em, mit 
gut parallelen und oben sauber flachgeschliffenen Wanden (Deckel einer 
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glasernen Schachtel fiir steriles Katgut, beigeschliffen), wird in rauchendes 
Salpetersiure fettfrei gemacht und danach nur mit der Pinzette oder, mit 
baumwollenen Handschuhen (2) beriihrt. Es wird ganz mit Leitungswasser 
gefullt, bis das Wasser allseitig tiberflieBt. Dann wird ein genau passender, 
lem breiter Streifen sehr diinnen Pergamentpapiers quer tiber die Wasser 
oberflache gelegt (4), so daB die Glaswand beiderseits noch gerade nicht 
beriihrt wird, aber die Spalte zwischen Papier und Wand beiderseits nicht 
breiter als 44 mm ist. Das gelingt sehr leicht, wenn man sich einmal die 
richtige Papierliinge ausgesucht hat. In der Lingsrichtung des Papierchens 
ist an der Obenseite ein gerader Stahldraht mit sehr wenig Celluloid- Aceton 


lésung festgeklebt. 





Abb. 6. Beschreibung im Text 


An einem viereckigen Kupferstab ist, mit Schlitten befestigt, aut 
2em Hohe iiber der Wasseroberfliiche ein ziemlich starker permanenter 
Stahimagnet (5) verschiebbar, mit dessen Hilfe man den querliegenden 
Papierstreifen mit aufgeklebtem Stahldraht tiber die Wasseroberfliche 
gleiten lassen kann. Das Glasschilchen ist auf einer umrandeten Kupfer 
platte aufgestellt, so daB das iiberflieBende Wasser bequem entfernt wird. 

Fiir definitive Untersuchungen verwenden wir einen gleichgebauten 
Apparat, wobei auf der Kupferplatte aber zwei gleichartige Schiilchen 
hintereinander stehen und der Magnet tiber beide Schilchen reiten kann, 
so daB immer Doppelbestimmungen ausgefiihrt werden kénnen. 

Ist das Wasser ganz rein, so gleitet das Papierstreifehen mit Stahl- 
draht unter dem verschiebenden Magnet ganz glatt iiber die Ober- 
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fliche: sobald aber etwaige kapillaraktive Molekiile zu einer festen 
monomolekularen Schicht zusammengeschoben sind, bleibt) das 
Papierchen plétzlich wie gegeniiber einer Sperre stehen und kann vom 
Magnet nicht weitergezogen werden. Schiebt man den Magnet und 
also auch das angezogene Papierchen wieder nach der ,.reinen’ Seite 
zuriick und driickt noch einmal zusammen, so soll der Streifen an genau 
derselben Stelle (auf ', em der Langenrichtung genau) gesperrt bleiben, 

Es kann bisweilen vorkommen, dab bei zu kurzem Papierstreifen 
das Papierchen im Augenblick des Zusammendriickens der Molekular- 
schicht schrag ausweicht und einen Molekularstrom entweichen labt 
Diese Molekiile kann man dann an der anderen Seite des Schalchens 
zusammendricken oder sie auch mit Hilfe des Papierchens wieder 
nach der ersten Seite driicken. Ist die ganze Oberflache mit einer 
Monomolekularschicht bedeckt, so ist das Papierchen unbeweglich, 

Das der Augenblick, in dem beim Zusammendriicken die feste 
Molekularschicht auftritt, nicht allmahlich, sondern plotzlich erfolyt, 
wie es in den Versuchen Langmuirs und der Anwendung der Phasen- 
gleichgewichtslehre im zweidimensionalen Raume durch Lhrenfest') 
sich herausstellt und aus der momentanen Sperrung des Papierchens zu 
ersehen ist, labt sich noch deutlich zeigen, wenn man die Oberflachen- 
spannung in einer immer kleiner werdenden Wasseroberflache bestimmt. 
Der an der Torsionswage hangende Adhasionsplatinring wird auf die 
Wasseroberfliche +2em von der einen Seite des Schalchens gestellt 
und eine so starke Torsion hervorgerufen, dab eine Erniedrigung der Ober- 
flichenspannung um ', Dyne die ZerreiBung des gehobenen Wasser- 
siulchens verursachen wird. Jetzt wird das Papierchen von der anderen 
Seite aus vorsichtig tiber die Wasseroberfliche gezogen, so dal die 
kapillaraktiven Molekiile (z. B. Fettsiuremolekiile) immer mehr zu- 
sammengedriickt werden: der Ring lost sich erst in genau demselben 
Augenblick, wo das Papierchen gesperrt wird. Bekanntlich tritt eine 
wahrnehmbare Tensionserniedrigung erst ein, wenn wenigstens eine 
monomolekulare Schicht an der Oberflache adsorbiert ist ; diese Schicht 
ist also in dem Moment der Sperre plétzlich entstanden. 

Die Tensionserniedrigung fiir eine monomolekulare Fettsaure- 
schicht ist 1.9 Dyne, fiir Cholate 1.0. fiir Peptone 1.7 und fiir Blut 
1.7 Dyne. 

Die Blutuntersuchung auf stark kapillaraktive Substanzen machten 
wir in folgender Weise. In nicht verdiinntem Zustande kann das Blut 
nicht untersucht werden. weil die kleinste noch abmeBbare Menge. 
0.1 mg. noch eine zu grobe Monomolekularschicht ergibt Am be- 
quemsten ist eine ! yg bis! yog Verdiinnung mit Wasser, wobei natiirlich 


1) P. Ehreniest, Ree. Trav. Chim. Pays Bas.. 4. Serie, T. 4, S. 784, 19253 
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peinlichst auf reine Pipette (rauchende Salpetersiure!) und reine Ver- 
diinnungslésung (Kontrollbestimmung!) geachtet werden muB. Weiter 
soll, wie immer bei solchen Arbeiten, Schaumbildung sorgfaltig ver- 
mieden werden, und ist nach der Blut- oder Serumverdiinnung 5 bis 
10 Minuten auf Einstellung eines Gleichgewichts zu warten. Dann 
bringt man mit der Kapillarpipette 0.02 cem des verdiinnten Blutes 
auf die vorher genau gepriifte Wasseroberfliche in der Weise, da} man 
die 0,02cem in einem Tropfen ohne Luft an der Pipettenspitze aus- 
blast und dann die Wasseroberflache beriihrt. Wenn man so vorgeht, 
bleiben die kapillaraktiven Molekiile des Blutes vom Anfang an_ in 
der Oberflache konzentriert und breiten sich im Verlauf von 5 bis 
10 Minuten zu einer Monomolekularschicht aus. Eine Adsorption an 
der Glas— Wasseroberflache findet hierbei nicht statt. 

Fiir normales Blut findet man bei einer Verdiinnung von ' | sooo 
eine Monomolekularschicht von 80 bis LOO qem: diese Grobe scheint 
ziemlich konstant zu sein, mit leichter Beeinflussung durch Nahrungs- 
aufnahme. Fiir das Serum ist die Oberflache die Halfte derjenigen 
des Vollblutes. 

Auf die Anwendung der Methode fiir Blutuntersuchung. Enzym- 
studium und Immunreaktionen wollen wir in einer nichsten Mitteilung 
zurtiickkommen. 

Zusammenfassung. 

Es wurde die Unzulanglichkeit der Tropfenzahlmethode fiir die 
Untersuchung von biologischen Fliissigkeiten auf kapillaraktive Sub- 
stanzen demonstriert und eine neue Methode fiir diese Untersuchung 
angegeben. Diese Methode besteht in der Ausbreitung der kapillar- 


aktiven Substanzen in einer monomolekularen Schicht und Messung 


der Oberflaiche dieser Schicht. 








Pflanzliche Tyrosinasen. 
(Mit besonderer Beriicksichtigung der Chininwirkung.) 
Von 
F. Boas und F. Merkensehlager. 


(Aus dem Botanischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Weihenstephan. ) 


(Eingegqangen am 24. Dezember 1924.) 
Mit & Abbildungen im Text. 


Die im folgenden beschriebenen Versuche zweigen aus einer Ver- 
suchsreihe ab die urspriinglich Einblick in den Rol/mechanismus des 
Kartofjelblattes gewihren sollte. Zu diesem Zwecke wurde eine grobe 
Anzahl uns geeignet erscheinender Lésungen herangezogen, in die wir 
die Blattstiele der Kartoffel tauchen lieBen. Dabei ergab sich die Tat- 
sache, dab Kartoffelblatter, deren Stiele in) 0.1 proz. Chininsulfat 





> 


Abb. 1. Links: Kartoffelblatt, das in Wasser taucht. Rechts: Kartoffelblatt 
das in Chininsultat taucht 

tauchten, tags darauf zu beiden Seiten der Leitbiindel eine deutliche, 
langsam mit der Verzweigung der Nervatur auch benachbarte Blatteile 
ergreifende Schwarzung annahmen. Diese Beobachtung schien weiterer 
Untersuchungen wert zu sein. Zunachst wurde durch oftmalige Wieder- 
holungen sichergestellt, da das Auftreten der Farbung nicht an be- 
stimmte Voraussetzungen gebunden ist, sondern stets mit Sicherheit zu 
erwarten ist, wenn auch der Zeitpunkt des Sichtbarwerdens und die 
Ausdehnung der Farbung bei den einzelnen Versuchsobjekten variiert. 

Ein Versuch sei aus vielen anderen herausgegriffen. Am 4. Juli 1923 
mittags wurde ein Kartoffelblatt in e:ne 0,1 proz. Lésung von Chinin- 
sulfat gestellt, am 5. Juli, also nach 24 Stunden, mittags hob sich die 


Nervatur durch ihre starke Schwarzung scharf von den tibrigen griinen 
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Blattteilen ab, am 6. Juli mittags griff die Schwarzung aut die 
anliegenden Gewebe iiber. 

Es war nun festzustellen, inwieweit die Schwarzung in Chinin eine 
generelle Erscheinung pflanzlicher Organe ist oder ob sie nur auf ganz 
bestimmte Pflanzenfamilien und Artenkreise beschrankt ist. 

Geprift wurden zunichst Blatter folgender Arten: Solanum 
tuberosum, Beta vulgaris, Vicia faba, Sambucus nigra und Acer spec. 
1. Versuche mit Bliittern, 

Die Ergebnisse eines vergleichenden Versuchs vom 6. Juli 1923, nach 
mittags 5 Uhr, mit 0,08 proz. Chininsulfat zeigt folgende Zusammenstellung. 





Datum 


Solanum Vicia faba Beta vulg. Sambucus \cer 
1923 
7.VIIL.  Seitennerven Zweitelhatte Zweitelhafte Keine Keine 
Ra 1. Ordnung vole Schwarzung Schwarzung Schwarzuny Schwarzung 
lig geschwarzt 
7.VIL.  Seitennerven Das ganze Leit- Die Gewebe Ganz leicht, Keine 
10a 1. Ordnung vol» biindelsystem komplexe manchmal Schwarzung 
lig geschwarzt wird von der zwischen der zweitelhatte 
Schwarzung er» Nervatur ver Schwarzung 
griffen dunkeln sich 
zusehends 
7.Vil Fortschritte der Schwarzung der Fortschreiten Schwache Reaks Neyativ (viel 
ip Schwarzung ins Nervatur voll- tion, langsam leicht Ver 
Binnengewebe _standig, tortschreitend stoptung durch 
Absterben Milchsatft) 
S.VII.  Zusammenbruch Abgestorben Absterben Wenig Fort Negativ 
lla des Blattes schritte 


Eintreten und Tiefe der Schwarzung nach diesem Versuch sind also 
abhaingig vom systematischen Artcharakter und bis zu einem: gewissen 
Grade vom Individualcharakter der Pflanze, wie schon hervorgehoben 
wurde. Im Laufe der Zeit wurde weiter eine groBe Anzahl von Pflanzen 
untersucht. Nur der folgende Versuch sei festgehalten. 


Versuchsbeginn 9. Oktober 1924, mittags, mit 0,1 proz. Chininsulfat. 
Ergebnis am 10. Oktober 1924, morgens 10 Uhr. 





Pflanzen: Starke der Keaktion 


Art organ Familie (Sclrwiesena) 
Ee a a, Blatt lo icin +-+ 
99 Bliite | ompositas Blutenstiel schwarzfleckig. 
Kronblatter reinweif. Die 
Schwarzung ruckt bis ar 
die Kelchspitzen vor 
Petunia hvbrida. . . . Blatt Solanaceae — 
Dianthus, Gartenform . = Carvophy llaceae - 
Sinapis alba... .. . ss Cruciferae - 
Syringa persica . .. . ps Oleaceae (+) 
Chrysanthemum spec. . re Compositae 
Solanum Lycopersicum = Solanaceae 
Lathy rus spec... .... ©. Papilionaceae -- 
Clematis vitalba. . . . “ Ranunculaceae 
Pirus communis... . - Rosaceae 
J Pa ee Papilionaceae t 
Helianthus tuberosus. , i Compositae ~ + 
In dieser Ubersicht bedeutet: + sehr stark, deutlich, + schwach, doch sichtbar, 


— keine Schwarzung. 








Pflanzliche Tyrosinasen. 1g 


Abb. 2 halt das sehr instruktive Bild der Chininwirkung am Tomaten- 
blatt fest. 

Es war bemerkenswert, daB in diesem einige Pflanzenfamilien ab- 
tastenden Versuch Cruciferen niemals auf Chiningaben reagierten. Die 
Cruciferen haben ihren eigenen Stoffwechsel. Es sei nur daran erinnert, 
dal der Saurestoffwechsel bei dieser Familie sich in engen Grenzen halt, 
daB weder Oxalsaure, noch deren Salze in ihrem Stoffwechsel auftreten, 
abgesehen von anderen Eigentiimlichkeiten des Stoffwechsels. 





Abb. 2. Blatt von Solanum Lycopersicum. Links in Wasser. 
Rechts in Chininsulfat. Schwarzung der Nervatur und benachbarter Blatteile. 

In den vorstehenden Versuchen wurden die Pflanzenorgane mit der 
Schnittfliche in 0,1 proz. Chininsulfatlésungen getaucht. Das Linleyen 
ganzer Blatter in eine Chininlésung in Petrischalen fiihrte zu weniger 
schénen Bildern. Indessen war auch mit dieser Methode ein positiver 
Ausfall bei Rosa zu verzeichnen. Keine Reaktion zeigten bei dieser 
Versuchsanstellung die Blatter von Syringa, Ribes und Lolium. 

In .Prefsdften von Kartoffelblattern trat nach entsprechender 
Chiningabe eine Schwarzung nicht auf, 


Il, Versuche mit Samen. 
Samen verschiedener systematisch weit  auseinanderstehender 
Arten wurden halbiert und derart in eine 0.1 proz. Chininsulfatlésung 





Abb. 3. Samen von Vicia taba 
Linkes Paar in Wasser. Rechtes Paar in Chininsultat. 
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gelegt, dab die Lésung gerade iiber die Samenhalften zusammenschlug. 
Weder Gerstensamen noch die Samen von Lupinus luteus und Lupinus 
angustifolius erlitten Farbveranderungen, wohl aber trat langsamer als 
in Blattern bei Vicia faba eine Schwarzung auf, welche nach 2 Tagen 
die Prokambiumstrange schén und anschaulich nachzeichnete. 


lil. Versuche mit Keimlingen. 

6 Tage alte Keimlinge von Beta vulgaris, Hordeum, Lupinus luteus, 
Lupinus angustifolius und von Vicia faba tauchten in eine 0,1 proz 
Chininsulfatlésung. Am nachsten Tage war das gesamte Wurzelsystem 
der Versuchspflanzen, mit Ausnahme von Hordeum und Lupinus, tief 
schwarz. Die Schwarzung hatte auch einen groBen Teil des Hypokotyls 
ergriffen. Es sind das immer wieder die Pflanzen, die auch im normalen 
Verlauf ihrer Entwicklung unter bestimmten Bedingungen Schwarzungen 
meist als postmortale Vorginge (ohne Chinin) zeigen. 


IV. Versuche mit pflanzlichen Reservestoffbehaltern. 

Bereits im Herbst 1923 wurden diese Untersuchungen auf pflanz 
liche Reservestoffbehalter ausgedehnt, in grobem Mabstabe wurden 
diese Versuche im Jahre 1924 fortgefiihrt. Dabei ergab sich eine auf- 
fallende Differenz zwischen intakten und zerriebenen Organen. Reibsiifte 
von Kartoffelknollen, mit Chinin versetzt, dunkelten nicht friither als 





Abb. 4. Links: Kartoffelscheibe in 0,1 proz. Chininsulfat 
(Bild der Bakterienringtaule!) Rechts: Kartoffelscheibe 
in Wasser. 

die Kartoffelsafte. Kartoffelscheiben jedoch, in Petrischalen in eine 
0,16 proz. Lésung von Chininsulfat eingebettet, erfahren nach wenigen 
Stunden bereits eine Schwiarzung, welche rasche Fortschritte macht. 
Kartoffelscheiben in Wasser als Kontrollprobe erleiden natiirlich keine 
Farbenverainderung. Scheiben von Beta bieten nach eintagigem Aufent- 
halt in Chinin ein charakteristisches Bild der Schwarzung. Die Gefab- 
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biindel haben eine tiefschwarze Farbe angenommen. Dagegen farben 
sich Scheiben von Brassica (Dotsche, Erdriibe) durch Chinin auch nach 
langerer Einwirkung nicht, Brassicaarten zeigen auch sonst nie eine 
Sehwiarzung. Auch hier tritt die Sonderstellung der Kreuzbliitler in 
Erscheinung. Indifferent wie die Cruciferen verhalten sich ferner 
Schnitzel der Zwiebel (Allium cepa), ebenso Stengelteile und Blatteile 
von Sempervivum. Schwarzung tritt dagegen wieder ein bei der Wurzel 
von Dahlia (Compositae) und Hedychium (Liliacea) und vor allem bei 





Abb. 5. Scheiben von Beta vulgaris. 
Linkes und rechtes Paar in Chininsulfat. Mittleres Paar in Wasser 


Helianthus tuberosus. Bei der Chininprobe spielt, soweit unsere Unter- 
suchungen einen SchluB gestatten, das Anion eine untergeordnete Be- 
deutung, deshalb werden die beschriebenen Wirkungen ebensogut von 
Chininsulfat, von Chininhydrochlorid wie von ChininKakodylat hervor- 
gerufen. 

Von Kartoffelschnitten und von Riibensiften war es seit lingerer 
Zeit bekannt. daB sie an der Luft Jangsam dunkelten'). Kartoffeln und 
Riiben sind daher auch in unseren Chininversuchen diejenigen Pflanzen, 
welche eine Schwarzung in Chininsulfat am leichtesten annehmen. 
Ebenso ist Vicia faba, deren postmortale Dunkelfdrbung der Stengel. 
Bliiten und Hiilsen schon ldngst das Interesse der Biochemiker wach- 
gerufen hat. mit Sicherheit durch Chinin zu schwarzen. 


Cher die Entstehung der schwarzen Farbstoffe. 
Die Muttersubstanz der schwarzen Farbstoffe (Melanine) ist das 
T yrosin und seine Derivate. Die melanotischen Farbstoffe verdanken 
ihre Entstehung dem Zusammenwirken von zwei fermentativen Vor- 
gangen: Durch die Wirkung eiweiBspaltender Fermente werden zyklische 


') Bourquelot und Hérissey, Journ. pharm. chim. 14, 21. 
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Komplexe aus dem Protoplasmaciweib abgespalten, und diese unter- 
liegen sodann der Ox ydation durch oxydative Fermente, wobei schlieBlich 
hochmolekulare Kondensationsprodukte von dunkler Farbung zustande 
kommen. Die enzymatische Oxydation des Tyrosins verliuft unter 
Ammoniak- und Kohlendioxydabspaltung und unter Aufnahme von 
Sauerstoff?). 

(‘zapek*) unterstiitzt die zuerst von Gonnermann®) ausgesprochene 
Vermutung, dal zuniachst Homogentisinsdure (Hydrochinonessigsdure) 
aus Tyrosin entstiinde gemals der Formel: 

OH 

OH 


HO 

CH,CHNH,.COOH CH,.COOH 

Stapp*) bezweifelt teilweise die Richtigkeit dieser Vermutung, da 
er Homogentisinsiure als Zwischenprodukt bei der Aufspaltung des 
Tyrosins durch Bakterientyrosinase chemisch nicht nachweisen konnte 
Wir werden spater Versuche beschreiben, die im hohen Grade fiir dit 
Wahrscheinlichkeit der Czapek-Gonnermannschen Hypothese sprechen. 

Dal wir es bei der beschriebenen Chininwirkung auf pflanzliche 
Organe mit einer Wirkung auf eine enzymatische Tatigkeit zu tun 
haben, dafiir sprachen folgende Tatsachen: 

1. Der Sitz der Tyrosinase in Beta ist nach Bertrand5) in den Leit- 
biindeln. Hier ist auch nach unseren Versuchen die Chininiwirkung am 
augenfalligsten, wie aus der Abbildung zu ersehen ist. 

2. Gekochte Kartoffel- und Riibenschnitzel bleiben in’ Chinin 
vollig ungefarbt. Bei der Vornahme dieses Experimentes mul einige 
Vorsicht walten. * BloBes UbergieBen der Scheiben mit heiBem Chinin 
geniigt noch nicht, um das Enzym abzutéten, da die widerstands- 
fahigsten pflanzlichen Tyrosinasen ein Erhitzen auf 90° aushalten. Erst 
kurzes Aufkochen in Chinin tétet die Tyrosinase. 

Unsere weiteren Versuche wurden in sehr einfacher und instruktiver 
Weise in, Reagenzgldésern mit Kartoffelstickchen vorgenommen. Zu 
diesem Zwecke wurden rindenfreie prismatische Stiicke von etwa 3 bis 
4eom Linge und 0.8cem Dicke aus Kartoffeln herausgeschnitten und 
dann so mit den zu priifenden Lésungen in Reagenzglasern tibergossen, 
dab die oberen Kanten gerade 2 bis 3mm hoch von der Fliissigkeit 
iiberspiilt waren. Eintretende Schwarzung oder Dunkelfarbung det 


') vw. Hoelit, diese Zeitschr. WA, 1. 1920. 

*) Czapek, Biochemie der Pflanzen 2, 462— 463, 1910, 
3) Glonnermann, Pfliigers Arch, S82, 239, 1900, 

') Stapp, diese Zeitschr. 141, 59, 1923. 

*) Bertrand, Bull. soe. chim. 14, 21. 
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Kartoffelstiicke erfolgte immer von oben nach unten, denn die Melanin- 
bildung ist ein fermentativer OxydationsprozeB und auBerdem in die 
Grenzen eingeengt, innerhalb deren Enzymtatigkeit iberhaupt méglich 
ist. AuBer den Kartoffelstiicken farbt sich auch die Versuchsfliissigkeit 
mehr oder weniger intensiv zwischen hellrétlich—blauschwarz. Darauf 
kommen wir weiter unten zuriick. 

Die Abhangigkeit der Enzymwirkung von Saure und Alkali zeigt 
z. B. die folgende Tabelle. DaB® ein Zusatz von 0,03 Proz. Alkali die 
Tyrosinasewirkung lebhaft férdert, haben schon Fiirth und Schneider') 
beobachtet. In unseren Versuchen tritt die Chininwirkung der Laugen- 
wirkung gegeniiber stark in den Vordergrund; vermutlich stért bei den 
gewohnlichen Konzentrationen die Verkleisterung der Starke und die 
Quellung des Plasmas die sonst beobachtete Férderung der Tyrosinase- 
wirkung durch Alkali. 

Die Wirkung von Siaure und Lauge auf die Schwirzung von 
Kartoffelstiicken zeigt der folgende Versuch vom 18. November 1923. 





Befund am 
Nr. Medium Bemerkungen 
19, XI. 1923 20. XI. 1923 
1 Wasser . : — ya 
2 90,1 proz. C hininsulfat_ . Beginn der Oberes Drittel 
Schwarzung schwarz 
3 gekocht in Chinin.. . = ou Entquellung 
4 inChinin + n/20H,SO, 
(3cem auf 25cem). . — ills Starke 
5 inChinin + n/100 H, So, — Beginn der Bleichung 
Schwiarzung 
6), . +n,/200H,S8O0,, Beginn der Oberes Drittel 
| Schwarzung geschwarzt 
7 1M . 005 proz. NaOH | om a Starke Quellung 
8 in Coffein halbgesittigt | _ Braéunung 
9 Ilufttrocknend ..., ; | Schwirzung Schwarzung 


Wenn man iibrigens die geschwarzten Kartoffelstiickchen unter- 
sucht, so zeigen sich die Starkekérner geschwarzt, sie haben einen Teil 
der melanotischen Farbstoffe absorbiert. 


Vv. Versuch mit Mikroorganismen. 

Um zu einem vollkommenen Bild der Chininwirkung zu gelangen, 
wurden auch Versuche mit Mikroorganismen wie Fusarium und Hefe 
angestellt, aber ohne ein Resultat zu erhalten. Da®B Fusariumpilze noch 
bei Gegenwart von 0,1 proz. Chininsulfat wachsen, sei hier nur kurz 
erwahnt. 

Auf die mit ganz anderer Methodik durchgefiihrten Versuche von 
C. Stapp*), die auch eine kurze Darstellung der Arbeiten iiber Tyro- 


1) Fiirth und Schneider, Hofmeisters Beitriige 1, 229, 1901. 
2) C. Stapp, diese Zeitschr. 141, 42, 1923. 
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sinase von Bach, Chodat, Abderhalden, Beijerinck bringt, sei hier nur 
kurz hingewiesen. 


VI. Die Abhingigkeit der Firbung von der Konzentration des Chinins. 

Um eine gute Schwiarzung zu erzielen, darf man nicht zu geringe 
Konzentrationen anwenden. Die untere Grenze der zur Sichtbar- 
machung der Schwiarzung fiihrenden Chininkonzentration liegt iiber- 
haupt relativ hoch. Eintauchen eines Kartoffelblattes in 0,01 Proz. 
Chininsulfat fiihrt z. B. keine Schwiarzung herbei. Bei Kartoffelscheiben 
ist schon eine Konzentration unter 0,05 Proz. wirkungslos, dagegen gab 
wieder ein Vergleich der Wirkung von 0,08 Proz. und 0,16 Proz. keine 
wesentlichen Unterschiede. Diese Tatsache ist fiir die Erklarung der 
Chininwirkung wichtig. Es muB nach unserer Annahme offenbar eine 
ganz bestimmte Zustandsdnderung in der Struktur der Zelle eintreten, 
damit das Enzyum freien Lauf erhailt. Spiter werden wir fiir diese An- 
nahme weitere Stiitzen finden. Von ganz besonderer Wichtigkeit ist 
ferner die Tatsache, daB Prefsdfte von Kartoffeln durch Zusatz von 
Chinin keine Beschleunigung des Verdunkelungsvorganges erfahren, 
auch an ihrer Oberfliche nicht. Mit der Annahme einer bloBen Enzym- 
aktivierung durch Chinin kommen wir, wie diese Versuche mit PreBsiften 
zeigen, nicht weiter. Es muB offenbar eine bestimmte kolloidale 
Struktur vorliegen, damit die Reaktion vor sich gehen kann, namentlich 
muB eine gewisse Entquellung und auch Schadigung der intakten Zellen 
eingetreten sein. Zunichst wollen wir, ehe wir unsere Versuche weiter 
beschreiben, einen kurzen Abschnitt tiber die uns hier interessierenden 
toxikologischen und pharmakologischen Eigenschaften des Chinins 
einschalten. 

Vil. Zur Pharmakologie des Chinins. 


Die zweisiurige und bitertiare Base — Chinin — ist ein. starkes 
Plasmagift') [C,gH,,N, (OH) (OCH,)]. Charakteristisch ist sein starkes 
Flockungs- und Entquellungsvermégen. Auf dem Entquellungs- 


vermégen beruht wohl die in den vorliegenden Versuchen beschriebene 
Reaktion. Seine spezifische Giftwirkung auf Protozoen ist bekannt. 
VerhaltnismaBig gut studiert ist seine uns hier interessierende Wirkung 
auf Enzyme. 

Chininchlorid und Chininsulfat wirken beschleunigend auf die Aktivitat 
der Amylase. Der beschleunigende EinfluB ist dem Chinin selbst zuzu- 
schreiben. (Die beschleunigende Wirkung des Chinins auf die Amylase 
wird durch den verzégernden Einflu8 der Schwefelsiiure und des Harnstoffs 
eingeschriinkt. ) 

Chininchlorid aktiviert am besten bei einer Konzentration von 0,009 
his 0,014 Proz., Sulfat bei 0,03 Proz.*). 


') Hosters, Naturwissensch. 2, 554, 1914. 
2) J. A. Smorodinzew und A. S. Nowikow, diese Zeitschr. 140, 12, 1923. 
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Nierenextraktlipase ist gegen Chinin véllig unempfindlich'). Eine 
der physiologischen und pharmakologischen Wirkungen des Chinins auf 
den Organismus der héheren Tiere ist angeblich die Verzégerung des Stick- 
stoffzerfalls. Chininsulfat verzégert die Wirkung des Trypsins auf das 
Casein. Der verzégernde EinfluB des Chininsulfats tritt schon bei einem 
Gehalt von 0,009 Proz. davon im Medium zutage. In salzsaurem und 
schwefelsaurem Chinin wird der verzégernde Einflu8 auf das Trypsin 
dureh das Chinin selbst bedingt, da er nicht vom Anion abhiingt ?). 

Chinin und Coffein sind sowohl auf Maltase als auch auf d-Methy!l- 
glucosidase unwirksam. Auf die Arbeiten von Rona*) und Mitarbeitern 
sei hier nur kurz hingewiesen. 

Die Herabsetzung der Oxydationstitigkeit im Organismus durch 
Chinin ist langst bekannt. Die hemmende Wirkung des Chinins auf die 
Atmung muB8 auf die Alkaloidbase zuriickgefiihrt werden; der hemmenden 
Wirkung des Chinins auf die Atmung geht eine férdernde voraus. 


Paralielen zur menschlichen Pathologie. 

Eine Dosierung von Chinin, die nicht auf die Individualitaét des 
Patienten abgestimmt ist, ruft bei Malariakranken nicht selten die unter 
dem Namen_ ,,Schwarzwasserjieber***) bekannte gefihrliche Krankheit 
hervor. Wie der Name sagt, handelt es sich um das Auftreten schwarzer 
Produkte, deren Entstehungsweise noch heute ungeklért ist. Ein Teil 
der Forscher spricht von Melaninen, ein anderer von Hiaimatinen. Ob das 
Auftreten von Schwarzwasserfieber an eine Chinintherapie gebunden ist — 
die iiberzeugten Verfechter der Chinintherapie bestreiten es —, steht hier 
nicht zur Diskussion. Was unsere Versuche betrifft, so wird die Medizin 
zi entscheiden haben, ob sie in Beziehung zum Schwarzwasserfieber ge- 
bracht werden kénnen. Uns erscheint die Ahnlichkeit der Vorgiinge so 
iiberraschend, da8 wir den Hinweis auf das Schwarzwasserfieber unbedingt 
fiir geboten halten. Die bisherigen Erklarungsversuche sind unsicher. 
Die am meisten besprochenen seien hier entwickelt: 

M. Nierenstein®) nimmt an, daB zwischen Chinin, Himochinonsiure 
und Schwarzfieber Beziehungen bestiinden. 

St. Rusznyak*) konnte eine Steigerung der Chininwirkung durch 
fluoreszierende Stoffe (wie Eosin) erreichen. Es spricht von einer photo- 
dynamischen Wirkung des Chinins und denkt an eine Zersetzung des 
Haimoglobins. Wir méchten hier bemerken, daB in unseren Versuchen 
eine merkliche Steigerung der Chininwirkung durch Zusatz von Eosin 
nicht beobachtet werden konnte. Die Schwirzung von Kartoffelscheiben 
in Chininsulfat tritt auch auf, wenn das Objekt sich wihrend der ganzen 
Versuchsdauer im Dunkeln befindet. In einer weiteren Arbeit schreibt 
Rusznvak *): 


1) Rona und Haas, diese Zeitschr. 141, 235, 1923. 

*) J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa, ebendaselbst 185, 119, 1923. 

8) Rona, Bloch und Lasnitzki, diese Zeitschr. 128, 169; 180, 582, 1922. 

*) Ziemann, Malaria, Menses. Handbuch der Tropenkrankheiten. 
2. Aufl., 1917. In einer brieflichen Notiz spricht sich Ziemann fiir einen 
fermentativen Vorgang bei dem Auftreten der Melanine der Schwarzwasser- 
fiebererkrankung aus. 

5) Nierenstein, Brit. Med. Journ. 1920. 

®) Stephan Rusznyak, Wien. klin. Wochenschr. 338, 3—8. 

7) Derselbe, diese Zeitschr. 104, 13, 1920. 


14* 
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» Eine pathologische Wichtigkeit gebiihrt am ehesten vielleicht der 
bedeutenden Férderung der C O,-Himolyse durch das Chinin. Diese Wirkung 
des Chinins kénnte bei der Entstehung des Schwarzwasserfiebers eine Rolle 
spielen. Es wire denkbar, daB bei einer lokalen Zirkulationsstérung in 
den inneren Organen bei Gegenwart einer geniigenden Chininkonzentration 
durch die vermehrte Kohlensiiure eine Himolyse ausgelést wird.‘ 


Unser Interesse war natiirlich darauf gerichtet, Parallelen zur 
Schwarzwasserfieberfrage zu bekommen, und so méchten wir gleich 
hier darauf hinweisen, daB es uns mit primdrem Phosphat und mit Tono- 
phosphan gelang, die Chininwirkung zu retardieren, wihrend J. Matko 
bei Malariakranken mit Dinatriumphosphat das Schwarzfieber erfolgreich 
bekiampft. Im iibrigen vergleiche man das Kapitel iber Retardierung 
der Chininwirkung. 

Nach dieser kurzen Abschweifung wenden wir uns der Darstellung 
unserer Chininversuche im einzelnen zu. 

Fiir die Erkld@rung der Chininwirkung ist dabei die Tatsache von 
Wichtigkeit, daB die Melaninbildung sich durch verschiedene Eingriffe 
in den Zellmechanismus erzwingen laBt. Die Chininwirkung l|aBt sich 
z. B. durch kurzes Erwdrmen der Kartoffelstiicke ersetzen. Es handelt 
sich also offenbar bei unseren Versuchen weniger um eine Aktivierung 
der Tyrosinase als um eine Stérung des Zellgleichgewichts. Die weniger 
empfindliche Tyrosinase bekommt dadurch einen Vorsprung. Alle 
weiteren Versuche deuten in diese Richtung. In den normalen Zellen 
herrscht gewéhnlich ein auBerst labiles, aber ebenso sorgfaltig ab- 
geglichenes Gleichgewicht, so daB die Tyrosinasewirkung normaler- 
weise nicht zur Geltung kommt. Durch Beseitigung der Hemmungs- 
stoffe laBt sich daher unter Umstinden die Tyrosinasewirkung in 
geradezu groBartiger Weise zur Geltung bringen. Am besten gelingt 
dies, wie gesagt, durch Erhitzen auf 60 bis 80°C. Es ist dann einmal die 
Zelistruktur gestért, dann aber sind die Antistoffe, soweit sie thermolabil 
sind, beseitigt, und da die Tyrosinase hohe Temperaturen aushalt, so 
bekommt man, da sie nun sozusagen Freilauf hat, eine glinzende 
Tyrosinasewirkung. 

Zu diesem Zweck werden Kartoffelprismen in heiBes Wasser von 
75 bis 80°C in Bechergliser geworfen. Das Wasser soll wie in den 
anderen Versuchen gerade iiber die Objekte zusammenschlagen. Das 
Enzym wird, wie schon friiher hervorgehoben wurde, durch diese Hitze- 
grade nicht zerstért (erst bei 90°), wohl aber die Struktur der Zellen. 
Die Kartoffelschnitzel haben tags darauf eine Schwirzung angenommen, 
die selbst die Chininwirkung iibertrifft. 

Unsere Vorstellung vom Freilauf der Enzyme findet ein weiteres 
Analogon in einem Verfahren, das die Brauindustrie schon seit langerer 
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Zeit in Anwendung hat. dem Kohlensiurerast verfahren'), Die keimenden 
Gerstenkérner werden ihrer eigenen Atmungskohlensiure ausgesetzt 
und erleiden hierin eine Atmungshemmung. wihrend die Diastase- 
funktion weiterlauft. {[Zweck: Herabsetzung des Substanzverlustes, 
durch Atmung (Trockenschwund) }. 

Wir suchten unsere obige Vorstellung zunichst weiter durch einen 
Versuch mit Toluol auf die Probe zu stellen, dessen enzymschonende 
und zellfunktionslahmende Eigenschaft bekannt ist Der Erfolg war 


iiberraschend 





Abb. 6 
Kartoffelstiicke links in Wasser, in der Mitte in Toluolwasser, rechts in Chininsulfat (0,1 proz.). 


Es tritt eine starke Braunschwarzfirbung der Gewebestiicke ein. 
Fiir die Erklarung dieser auffallenden Toluolwirkung kommen folgende 
zwei Gesichtspunkte in Betracht. Toluol ist nach Hachn?) ein sehr guter 
Luftiibertrager. 

Toluol bewirkt aber nach unserer Auffassung eine erhebliche 
Anderung des kolloidalen Zustandes der Zelle. Die mit Toluol erzielte 
Braunung bleibt an Tiefe hinter der Chininwirkung zuriick (die sehr 
starke Toluolwirkung auf Vicia faba siehe weiter unten), ist aber doch 
sehr intensiv, wie Abb. 6 zeigt. 

Statt Toluol laBt sich iibrigens auch Athyl- und Methylalkohol 
verwenden, wie der folgende Versuch vom 28. Oktober 1924 mit 
Kartoffelstiicken zeigt. 

') H. Leberle, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 1922, 8. 96; 1923, Nr. 19. 

*) Haehn, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 52, 2040, 1919. 
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Versuch mit Kartoffelstiicken vom 28. Oktober 1924. 





Medium Ergebnis am 29. X. 1924 


q proz. Alkohol keine Verinderung 


Do w ° soe tiefschwarz a 
Methylalkohol 1:8... etwas tiefer schwarz als 9% proz. Athvlalkohol 
0,1 proz. Chininsulfat . . tiefschwarz 


Schon aus diesen Versuchen geht hervor, dab sich die Chinin- 
wirkung durch verschiedene andere Verbindungen ersetzen laBt. Die 
Chininwirkung ist also nichts fiir Chinin Spezifisches. Die relativ vielen 
Stoffe, welche dieselbe Wirkung wie Chinin ausiiben, lassen sich in drei 
Gruppen einteilen: 

1. Chinin: 

2. Salze: 

3. die eigentlichen Ausgangsprodukte und Zwischenstufen der 
Melaninbildung. Hierher gehért zuerst Tyrosin. die Ausgangssubstanz 
fiir die Tyrosinasewirkung, ferner Hydrochinon, Brenzcatechin (das 
dritte Dioxybenzol Resorcin ist wirkungslos) und schlieBlich Phenol. 

Bei den Chininsalzen sowie bei den Salzen treten je nach der 
Kolloidwirkung der Salze recht verschiedene Farbténungen auf'). 
Namentlich mit Phenol erhalt man ein schénes Rot (Priamelaninbildung 
Haehns). 

Durch Zugabe von Tyrosin, Hydrochinon und Brenzcatechin 
erhalt man meist momentane Bildung von Farbténungen, fiir schnelle 
Versuche ist diese Methodik sehr bequem. 

Die anderen Verbindungen (Chinin, Salze usw.) wirken iiber den 
Weg einer Stérung der Zellstruktur, durch Anderung des Dispersitiits- 
grades der Zellkolloide, durch Hemmung von Antistoffen, die empfind- 
licher gegen Eingriffe sind als der relativ widerstandsfihige Tyrosinase- 
komplex, so daB letzterer geradezu ,.Freilauf erhalt. 

Was im Reagenzglas durch chemische Eingriffe erzielt, tritt in der 
Natur im Organismus als Alters-, Absterbe- oder Krankheitserscheinung 
auf. Die Stérung bzw. Anderung der Struktur bedingt dann ein Hervor- 
treten sonst im Gleichgewicht der Zellfunktionen zurickgehaltener 
Vorgiinge. So farbt sich Vicia faba im Alter schwarz, kranke Pflanzen. 
wie Beta (Riiben) oder Kartoffeln, verhalten sich ahnlich. Darauf sei 
hier nur kurz hingewiesen. 

Unsere Methodik weicht nach diesen kurzen Darlegungen insofern 
erheblich von der iiblichen Methodik derartiger Versuche ab, als wir 
an ganzen Gewebsstiicken ohne Zusatz von Tyrosin die Tyrosinase- 





') Haehn, diese Zeitschr. 105, 170, 1920. 








Pilanzliche Tyrosinasen. 209 


wirkung studierten. Dabei bekamen wir die von Haehn unter ganz 
anderen Bedingungen gefundene Salzstimulierung teilweise sehr deut- 
lich bei Alkalien, dagegen trat die von Haehn') beobachtete Akti- 
vierung mit Calciumchlorid nicht ein DaB aber unsere Versuche 
nicht mit denen anderer Autoren vergleichbar sind, da wir mit in- 
takten Gewebestiicken arbeiteten, mul nochmals betont werden. 

Unsere ganz andere Methodik bedingte die zahlreichen Versuche, 
von denen wir im folgenden einen Ausschnitt bringen. Diese Methodik 
geht nicht darauf hinaus, den isolierten Enzymkomplex Tyrosinase zu 
aktivieren, sondern die Zellstruktur zu beeinflussen und die Struktur 
der Zelle teils zu stiitzen, teils zu lockern: dadurch unterscheiden sich 
unsere Versuche grundsitzlich von den Arbeiten tiber Tyrosinase. 

Die Stérung der Zellstruktur bzw. Herbeifiihrung bestimmter 
kolloidaler Zustande in der Zelle suchten wir durch Verwendung 
relativ hoher Salzkonzentrationen zu erreichen (n 2. n). DaB mit 
niedrigen Konzentrationen schwache Farbungen erzielt wurden, wenn 
die Einwirkung zeitlich lange genug wahrt, liegt ganz im Sinne 
unserer Gedankenginge. Unsere auBerordentlich einfache Methodik 
ist fiir Vorlesungsversuche sehr bequem, obendrein labt sie, wie hier 
nicht veréffentlichte Versuche zeigen, die zurzeit im hiesigen Labo- 
ratorium laufen, die Erscheinungen des Dispersitétsgrades, auf die 
bei Tyrosinasewirkungen Haehn hingewiesen hat, sehr schén demon- 
strieren. 

Die folgenden Versuche wurden durchaus in Reagenzgliisern an 
Kartoffelprismen durchgefiihrt. Wir bringen zuerst einen Versuch mit 
0.1 proz. Chininsulfat als Vergleichsprobe und mit Kartoffeln in Normal- 
lésungen. Die Ergebnisse zeigt die folgende Zusammenstellung: 


Kartoffelstiicke in 0,1 proz. Chininsulfat. Versuchsbeginn 26, Oktober 1924, 
Kartoffelstiicke in Reagenzgliisern. 





Beobachtung am 


Nr. Norimallésungen von 
27. X. 1924 28. X. 1924 
1 KCl. ........ . deutlich geschwiirzt Farbung laBt nach 
2'KSCN ........ | wei8 geblicben weil 
3 K,SO, ....... . deutlich geschwarzt entfarbt 
4 BrK ......... sehr tief schwarz fortschreitend 
+ prim. Natriumphosphat rein weil geblieben weil 
6 NaBr. -. es, + sehr tief schwarz fortschreitend 
7|NaNO, ....... . | genau so wie bei KNO, Ag 
8 Na,SO,....... . deutlich geschwirzt entfarbt 
9) NaSCN.. . + + ss rein weib rein weil 


10 Ca-Rhodanid- 
Il Ba-Rhodanid + % Rs * si - 
12 NH,NO,....... wie KNO, und NaNO, fortschreitend 


') Haehn, diese Zeitsehr. 105, 178, 1920, 
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Der Versuch zeigt, daly mit den Neutralsalzen der Alkalien mit 
Ausnahme der Rhodanide starke Schwarzung bei Kartoffeln hervor- 
zurufen ist. Bemerkenswert ist das Verschwinden der Firbung in 
Sulfaten am zweiten Tag. 

Derselbe Versuch mit n 2 Lésungen (Beginn 27. Oktober 1924) 


ergab folgendes Resultat : 








Nr. n 2 Konzentration Ergebnis am 28, X. 1924 Ergebnis am 29. X. 1924 
Oe Gees «a cen s | 

eee ee ee Hauch von Schwiirzung 

3  KSCN Bap pat ashe weil 
A * Sere deutlich schwarz 

5 BrK . ae ye ee ere | 

6 NaH,PO, ~ + so ee alles entfarbt bzw. 
fi a ce ae weil geblieben 
8 Na,SO, ee ee )©6gganz leicht geschwiarzt 

ik) ee | 

10) Ca-Rhodanid , weil 

Il Ba-Rhodanid ee 

ey eee 8 ee Hauch von Schwarzung 


Aus diesen Versuchen geht hervor. daB die Verwendung halb- 
normaler Lésungen bereits zur Verminderung bzw. zum <Ausfall der 
Schwarzung fiihrte. Doch ist bei anderen Versuchen festgestellt worden, 
daB nach 3 bis 4 Tagen noch mit n 8 Salzlésungen (der Alkalisulfate) 
ein positives Ergebnis erzielt wird. Doch sind fiir schnellere und starkere 
Fairbungen die héheren Konzentrationen von n 2 aufwarts vorzuziehen, 
ja geradezu_ unerlaBlich. 

Wenn in den folgenden Versuchen die verschiedensten Salze und 
Verbindungen anorganischer und organischer Natur nebeneinander 


CE hs hs i OS he 


s 
.. be ees 









Abb. 7. Von links nach rechts: Kartoffelstiicke in: 


0.1 proz. Chininsultat, n LiNO,. 

nKNO,, n Brk, 

n K,SOy, (bereits entfarbt), n BrNa, 

n NaNQOsz, n2KNO, + n2NaNO,, 

n NH, NOs,, n?K.SO, + n2KNO, (Hemmung der Melaninbildung). 
nKSCN, 0,25 proz. Hydrochinon. 

n Lip SO,, 


stehen, so ist das aus der Natur unserer zahlreichen Tastversuche 
methodisch begriindet, wir suchten uns von einer physiologisch wirk- 
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samen Substanzvergleichsweise an eine andere durch irgendwelche 
Beziehungen verwandte heranzufinden, um so allmahlich einen Uber- 
blick und einen Einblick in den Mechanismus des ganzen Vorganges zu 
erhalten. 

Den Grad der Farbungen bei unserer Methodik zeigt die Abb. 7 

An die Versuche mit Alkalien schlieBen wir einen Versuch mit 
stark kolloidaktiven Verbindungen wie Aluminium- und Mangansulfat., 
CaCl, und mit einigen Narkoticis an. 

Der Versuch vom 2%. Oktober, 10 Uhr, ergab folgendes Resultat. 





Nr. Medium Ergebnis am 3). X. 1924 
l Wasser (Kontrolle) Pate a oa negativ 
2 Chinin (0,1 proz.) . . ] Reaktion setzt be- fortschreitend 
3. Chinin + 1 Tropfen } reits nachmittags 
Formalin auf 25 c¢em ein gehemut 


4 Chinin + n/20 Mangansulfat (3 ecem auf 
20 ccm) ... . 

o m/ 100 Al, (8 O,4)s) 

6 m/40 Al,(SO,), | 

Se. XO : Se ane ee eee Hauch einer Schwarzung 

S| m/S NaBO, . . 1. 2. 2 2 

9 Dimethviharnstoff ass. ......... 

0 | - sym. (2proz.).. . . . , alles weiB geblieben 

It Athytharnstoff | 

12) n/8S Urethan Sere ee Oe eee a 

18) Toluol 1 Tropfen | setzt bereits nachmit 

14 Xylol ! te | tags ein 

15 Ather 1 2 (kaum sichtbar) . . . . Hauch 


of nate pees weil 
ohne Chinin 


fortschreitend 


Xylol erreicht iibrigens in seiner Wirkung Toluol nicht, ist aber 
von unzweifelhafter Wirkung. wahrend Ather ohne Einflu®B ist. Der 
paralysierende Eingriff des Mangansulfats trat auch in diesem Versuch 
in Erscheinung. 

Da in verschiedenen Versuchen ein deutlicher Unterschied in der 
Wirkung der Nitrate und Sulfate auftrat, lag die Untersuchung einer 
gegenseitigen Beeinflussung nahe. Der folgende Versuch vom 1. No- 
vember 1924 zeigt denn auch einen deutlichen Antagonismus zwischen 
dem NO,- und SO,-lon. 





Nr. Medium Ergebnis am 2. XI. 1924 
1 | n/2 NaNO, + n/2 KNO,. . | 

2 n/2 NaNO, + n/2 KNO, deutlich geschwarzt 
3 n/2 NaNO, n/2 KNO, 

4 n/2 KNO, n/2 K,SO,. . fast weil 


Sulfate und Nitrate. gleichzeitig gegeben, heben sich also auf 
(lonenantagonismus). Hingegen stéren die Kationen, wenigstens die 
einwertigen einander nicht. Die Farbung ist allerdings wie bemerkt 
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werden mub nicht so tief, als wenn ein Salz allein zur Wirkung 
gelangt. 

Die Priifung der Wirkung weiterer Verbindungen auf Kartoffel- 
stiicke, ebenso das Verhalten von Reibsaft gegen Chininsulfate zeigt 
der folgende Versuch vom 1. November 1924. 





Nr Medium : Nozmallosungen Ergebnis am 


(wo nichts anderes bemerkt) 2. XI. 1924 4. XL. 1024 
a) Normallésungen von Neutralsalzen. 

| Mgs0O,. | we ‘a 
2 CaCl, . See SS pp eeentix negatin 
S| Rateeeiat 2... wk te schwach positiv tiefschwarz 
Sb Va lL tiefschwarz 
5|/NEBNO,.. ores» « | Stark schwarz - 
ee NON as a ons te a ete schwach Farbung 


verschwunden 
b) Sonstige Verbindungen. 


7 Wasserstoffsuperoxyd (1 cem 


einer 3 proz. Lésung) . . . negativ negatir 

8 Chininsulfat . or see iil 

9 - + Wasserstoft- stark positiv stark positiy 
superoxyd . , nw 

10 | Lithihumnitrat. ....... positir tiefstschwarz 

11 Sublimatwasser 1: 1000... o schwarz 

12. 10 proz. Rohrzucker . . . . . ) negativ negatir 

13.) Glykocholsaures Natrium . . 

14) Taurocholsaures o ‘ 


ce) Reibsaft versuch. 
15 Kartotfelstiicke inKarto/felreib- 
sa/t. der mit 0,1 proz. Chinin- 
sulfat hergestellt wurde . . schwach negatir 
d) Adsorptionsversuch. 
16) Kartoffelstiicke in Chinin, das 
durch Kaolin filtriert wurde 


17 Kartoffelstiicke in Chinin, das negativ negativ 
durch Tierkohle _filtriert | 
wurde hart ‘ 


Aus den Ergebnissen des folgenden Versuchs vom 1. November 
1924 sei hervorgehoben: 

Die Normallésungen der Erdalkalien brachten bei Verwendung von 
Kartoffelstiicken keine Schwdrzung hervor. 

Dagegen erhielt Haehn gerade mit CaCl, bei Verwendung von 
T yrosinaselésungen gute Wirkung. 

Zwischen dem Sulfat und dem Nitrat des Lithiums bestanden keine 
Unterschiede. Wahrend beim Kaliumsulfat, wie erwartet, die Schwarzung 
am zweiten Tage zuriickging, blieb sie in Lithiumsulfat bestehen. Dab 
das Chininsulfat durch Kaolin: und Tierkohle stark absorbiert wird, 
war schon lingst bekannt, und so bieten die Nr. 16 und 17 dieses Ver- 


suches nichts Uberraschendes. 
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DaB Lésungen von Erdalkalisalzen im Gegensatz zu denen der 
Alkalien wenig wirken, wurde mehrfach beobachtet, namentlich wenn 
sie in Normallésungen angewendet werden. Aber auch die Verwendung 
geringerer Konzentrationen scheint wirkungslos zu sein, wie der folgende 
Versuch zeigt: 


Versuch mit Kartoffelprismen mit Erdalkalisalzen vom 3. November 1924. 





Nr. Medium Ergebnis am 4. XI. 1924 
Dt iy Ca i ee ae ek Re Hauch emer Firbung 
Se. i: Se 
ee. Se | Jo 

. negatir 
PG. es Se 
ee > | Sree eee | 
fe 4) |! Sr ae Hauch 
7} ee CatGy «nse se % aS 
See Cet... « < & «e's | nenntix 
So) mre Caters se 8 ok ee 

we: +f | | Se | 
2h 2 | Se stark positiv 
i en ee cs ae ee Ke 
RE EO). Sea ene | 
14 n/t MgSO,. negativ 
om re Bee sk a ee | 
16 n20MgSO, . 

Shek te positiv 


Es unterscheiden sich also bei unseren Versuchen Alkalisalze und 
Erdalkalisalze erheblich voneinander. 

In den im vorstehenden beschriebenen Versuchen wurde auf die 
Art und Tiefe der auftretenden Farbténungen keine Riicksicht ge- 
nommen. Es ist nunmehr nétig, kurz auf die Tatsache. daBb sehr ver- 
schiedene Fdrbungen auftreten, hinzuweisen und die kolloid-chemische 
Ursache dieser verschiedenen Farbungen, die auf wechselnden Dispersitdts- 
qraden beruhen, zu betonen. 

In Chininsulfatlésungen treten Hefbraunschwarze Tone. in Losungen 
von Nitraten z. B. mehr heller rétlichbraune Farbungen auf. Wie H. Haehn 
nachgewiesen hat, liegen in diesen verschiedenen Ténungen dieselben 
chemischen Individuen, aber in wechselndem Dispersitdtsgrad vor. Hachn 
schreibt von seinen Versuchen mit Ldésungen von Tyrosinase : 


..Betrachtet man die violettrote Melaninlésung im auffallenden 
Licht, so erscheint sie stark schwarzlichbraun, wiahrend die Beob- 
achtungen bei durchfallenden Strahlen eine weniger intensive und 
mehr nach Violettrot neigende Farbung erkennen laBt (Bichroismus). 
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Diese fiir die Kolloidnatur allgemein charakteristische. selektive Licht- 
adsorptionserscheinung macht sich auch als Triibungsstarke bemerkbar, 
die von Rot nach Violettschwarz, Blau und Blauschwarz zunimmt. 
Ein weiteres untriigliches Zeichen fiir den dispersen Charakter ist die 
Koagulierbarkeit des roten Pigmentes zum griinlichschwarzlichen beim 
Aufkochen. Der Umschlag erfolgt momentan. Rotes Melanin laBt sich 
bei geeigneter PorengréBe der Filter unschwer ultrafiltrieren. Mithin 
handelt es sich nicht um eine molekulare Lésung, sondern um eine feine 
Teilchensuspension. 

Die stufenweise Bildung der verschiedenen Pigmente ist als ein 
langsamer Koagulationsvorgang zu betrachten, indem sich aus den 
kleinen rotgefarbten Stoffteilchen durch Kondensation gréBere bilden, 
wodurch das neue Pigment entsteht. Das rote Melanin wire also die 
feine disperse, die anderen Pigmente die grob dispersen Phasen.”* 

Die Anschauungen von Haehn, die an Tyrosinaselésungen ge- 
wonnen sind, sind zweifellos richtig. Auch bei unseren Versuchen mit 
Kartoffelprismen konnte durch Aufkochen dunklere Fdarbung erzielt 
werden. Auberdem erhalt man je nach den verwendeten Salzlésungen. 
verschiedene Farbténungen, d. h. Dispersitatsstufen, wie der folgende 
Versuch mit Kartoffeln vom 6. November 1924 zeigt. 





Ténungen am 


Nr. Kartoffelprismen in 
7. XL 1924 8. XI. 1924 
1 Chinin (9,1 proz.) .  dunkel fortschreitend 
Normallésungen von: 
2 KNO, ... .. mehr ins Braune gehend 
3 K,SO,; .... . zwischen den beiden vorigen  entfarbt 
liegend 
4 NaNO, ... . . etwas dunkler als KNO, 
5 NH,NO, .... wie KNO, 
6 KSCN ...... schneeweiB 
oh eiiiieiie |. | beide rage 3 im we und 
Si iwbieesiies | _ an die lininwirkung = an- 
tonend 
if rk 
= tJ ; P 4 i : | beide gleich tief dunkel 


Im allgemeinen sind die durch Nitrate erzeugten Ténungen heller 
als die mit Sulfaten. Bei geeigneter Versuchsanordnung bekommt man 
eine véllige Skala der Farbungen, die véllig dem Dispersitatsgrad der 
Melanine entspricht. Die Skala lauft von Hellrot iiber Braun, Braun- 
schwarz zu Schwarz und Blauschwarz. 

Nach der Priifung der kolloidchemisch interessierenden Salze der 
Alkalien und Erdalkalien und einiger anderer Verbindungen miissen 
kurz die Ergebnisse der Versuche mit einigen organischen Verbindungen 
erwaihnt werden. 
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Wir untersuchten mit unserer Methodik die Wirkung der drei zu- 
sammengehérigen Dioxybenzole: Hydrochinon, Brenzcatechin und 
Resorcin. Die Verwendung von Tyrosin als der Muttersubstanz der 
Tyrosinasewirkung braucht nicht weiter hervorgehoben zu werden 
Die Verwendung von Phenol lag bei der Einbeziehung der Phenolase') 
in den Tyrosinasekomplex ohne weiteres nahe. Weitere Verbindungen 
wurden nicht gepriift, man vergleiche hiertiber Woh/gemuths Ferment- 
methoden. 

Unsere Versuche lassen sich dahin zusammenfassen : 

Erste Gruppe: 1. Hydrochinon (0,1 bis 0,25 proz.) veranlaBt momentane 
Melaninbildung. FEbenso explosiv wirkt: 

2. Brenzcatechin, dagegen ist 

3. Resorcin, das dritte Dioxybenzol, wirkungslos. 

Zweite Gruppe: Tyrosin verhiilt sich ahnlich wie Hydrochinon. 

Dritte Gruppe: Phenol wirkt trager, fiihrt aber in 12 Stunden zu 
prachtvoller Rétung (Priimelanine Haehns). 

Nach dieser kurzen Zusammenfassung bringen wir einen Versuch 
mit Hydrochinon, an das sich die Priifung anderer organischer Ver- 
bindungen anschlieBt. 


Versuchsbeginn 9. November, 5 Uhr nachmittags. 
Konzentration der Lésungen, soweit nichts anderes angegeben, 0,1 Proz. 








Nr Medium Ergebnis am 4. XI. 1924, 5b 
1 Chinin (0,1 proz.) . ‘ positiv, wie tiblich 
2 Cocain — Chlorhydrat 0, 1y pros. negativ 
3  Hydrochinon 0,lproz. .. Die Reaktion beginnt nach 


4 || Gablimoform .....:-. 

8 Papayin (Reuss.) . ‘ 

9 Chinin + Spur Sipdvechinen.. 

10 Ninhydrin 0,5 proz...... 
11 Sucecinamid 0,1 proz. . . 
PR a ee ee ee 
13. m/3 Thioharnstoff ...... 
14 Betain hydrochlor , 

15 Chloralhydrat. . 

16 Salicylamid 0,1 proz. 

By tf Sepeeeene iw te 
18 | Methylenblau........ 





wenigen Augenblicken 
schwach positiv 
negativ 
stark positiv 
tiefbiau, Aminosiuren 
wirkungslos 
oberes Dritte] stark gelb 


negativ 


oben tiefblau, unten weiB. 
Die iiblichen’ Bilder der 
Reduktasenwirkung 


Das wichtigste Ergebnis dieses Versuches ist die dem Chinin 


ahnliche. 


') Haehn, diese Zeitschr. 105, 191, 


1920. 
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H ydrochinonwirkung. 

Sie wird wenige Augenblicke nach der Zugabe von Hydrochinon 
sichtbar. Zuniachst durch Rétung, die Schritt fiir Schritt im Laufe des 
Tages in eine Braunschwarzung tibergeht. Dadurch ist die schon oben 
erwahnte Anschauung von Czapek-Gonnermann, dab Hydrochinon- 
Essigsiiure (Homogentisinsiure) das Zwischenprodukt darstelle, wohl 
sehr wahrscheinlich gemacht. 

Die Tiefe der Hydrochinonwirkung ist von der Konzentration 
weitgehend abhangig, wie folgender Versuch zeigt. 


Ermittlung der optimalen Konzentration des Hydrochinons. 





Nr. Medium Starke der Farbung 

! | 0,25 proz. Hydrochinon : | 

210,12 ,, om .. . | Die Reaktion nimmt mit fallender 
3 | 0,06 ,, - ae | Konzentration ab 

4) 0,03 , , 


Hydrochinon stellt eben ein Zwischenprodukt bei der Melanin- 
bildung dar, daB es wie ein Ziinder wirkt, ist daher verstandlich. 


Langsamer wirkt Phenol. Doch ist auch hier innerhalb 12 Stunden 
ein herrliches Rot zu erzeugen. 

Wenn Tyrosin die Melanin- und Farbstoffbildung intensiv férdert, 
so braucht das nicht besonders hervorgehoben zu werden, da Tyrosin 
die Grundsubstanz der Tvrosinasewirkung ist. In den folgenden Ver- 
suchen dient daher die Tyrosinprobe als bequeme Vergleichsprobe zur 
Wirkung anderer Stoffe. 

Wie Hydrochinon wirkt Brenzcatechin. Dies zeigt die folgende 
Zusammenstellung. in der auch Vergleichsversuche mit der Mutter- 
substanz der Melanine Tyrosin, ferner mit Aminosiuren und Phenol 
angefiihrt sind. 








Nr. Medium Grad der Farbung nach etwa 4 Std. 
l 0,2 proz. Brenzeatechin ..... . +++ 

2) 0,25 ,, Hydrochinon ...... ++4 

3 || 0,2 . Brenzeatechin. ..... op 

4) 0,26 ., Hydrochinon...... ba Die Reaktion 
§, 0,2 » Brenzeatechin...... +++ { beginnt momentan 
6 0,25 ,, Hydrochinon ...... +++ 

7 || 0,22 ., Brenzcatechin...... +4-+ 

8 0,25 ,, Hydrochinon ...... +++ 

9 | Kartoffelstiicke gekocht, dann in 
10 | 0,2proz. Brenzeatechin .... . + 
> 0,l proz. Brenzeatechin ...... +++ 
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Medium Farbung der Proben 


@1 esen. Teeesin | Die Reaktion beginnt nach kurzen Augen- 
on Be. deta : blicken als Rétung und fiihrt nach 
0,1, Hydrochinon.. . . einem Tag zu tiefer Schwarzung 


ST Cl — am niachsten Tag spurenweise Schwiarzung 

0 AS zi a : 

ol ss Asparagin | wirkungslos 

Ge «. UO ka ci ee 

Phenol, Rétung am Tag darauf Die Fdrbung geht beim Aujkochen in 
Schwarz tiber. (Dispersitatsgrads- 
anderung) 


In diesem Zusammenhang sei auch auf einen friiher schon er- 
waihnten Versuch mit Coffein kurz hingewiesen. Coffein bewirkt eine 
ganz eigenartige Braunfirbung. Dieser positive Versuch mit Coffein 
scheint deshalb von gréBerem Interesse zu sein, weil O. Loew") bei 
Spirogyra und vielen anderen Pflanzen Ausfillungen von EiweiB 
also wohl eine Anderung bzw. Stérung der Zellstruktur — erzielt hat. 
Bei der Kartoffelknolle scheint Coffein im Prinzip ganz ahnlich zu 
wirken. Durch Stérung und Hemmung empfindlicher Vorginge treten 
weniger empfindliche in den Vordergrund. Die Coffeinwirkung auBert 
sich also offenbar in sehr verschiedener Weise, darauf wurde kaum noch 
geachtet. 

In den vorliegenden Versuchen sind, ausgehend von der Wirkung 
des Chininsulfats, zahlreiche organische Verbindungen auf ihre Tatigkeit 
gepriift worden, melanotische Vorgiange an Kartoffelstiicken hervor- 
gerufen. Wir wenden uns nun nochmals zu den Chininsalzen zuriick 
und wollen kurz auf die Wirkung eines biologisch sehr interessanten 
Chininsalzes eingehen, namlich auf die Wirkung von Chininkakodylat. 


Zum Vergleich wurde Natriumkakodylat herangezogen; ferner 
wurden die Chininkakodylate kombiniert mit einem ausgesprochenen 
Zellstimulans, nimlich mit Tonophosphan. 

Da namentlich Natriumkakodylat alkalisch reagiert, folgen hier 
auch einige Messungen der py-Werte. 


m/20 Chininkakodylat . . . . py 6,9 
m/320 - + 0 + Dy 6,24 
m/20  Natriumkakodylat. . . . py 7,7 
m/120 2 + + Pg i2 


Nach dieser kurzen Vorbemerkung folgt der Versuch mit Kako- 
dylaten vom 27. November 1924. 


1) O. Loew, Die chemische Energie der lebenden Zellen, 2. Auf!. 
Stuttgart 1906. 
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Beginn 27. November 1924, vormittags 10 Uhr 30 Minuten. 








Beobachtungen uns Beobachtungen nach- | Beobachtungen tags 
Medium mittelbar n. Zugabe mittags darau 
n/5 Na-Kakodylat. . . schwach Schwarzung 
n/10 = a | as in 
4 . Hauch von Rétung = Steckenbleiben neguay 
n/ 80 i . 
n/160 a a “ 
n/10 Chinin-Kakodylat . auBerordentl. stark 
n/20 a : | ’ tiefe Schwarzfarbung 
“— m obne Farbanderung a einsetzende Re- ° a 
n 160 ® | nachlassend. Farbung 
n 320 i . e ° 
WEE 6.0 4 3 a 04s negativ negativ negativ 
Brenzcatechin .... . spontan tortschreitend weiter fortschreitend 
Hydrochinon .... . rasch einsetzend fortschreitend (langsamer __fortschreitend 
wie Brenzcatechin) 
0 ee ee wie ublich ohne sicht- 
bare Reaktion = starke Schwarzung 
Chinin + 2 Ampullen 
a agp en oi, - _ keine Schwarzung 
Chinin + 1 Ampulle 
Tonophosphan. . . .- , - - - 
ee « «2 ss ss angsam einsetzend _ Dees) 
EE od 5 hla w goa wie ublich - j Schwiesung 


Chininkakodylat iibertrifft an Wirkungstiefe alle bis jetzt er- 
probten Chininverbindungen. Tonophosphan hemmt die Chininwirkung. 


An diesen Versuch schlieBen wir sofort die wichtige Frage der 
Retardierung und Hemmung der Chininwirkung an. 


Wir wissen schon aus friiheren Versuchen, daB dem Mangansulfat 
bereits in schwachen Konzentrationen von n/100 eine starke hemmende 
Wirkung zukommt. Die Fortfiihrung der Versuche zeigte nun, dab 
auch das Eisensulfat die Chininwirkung paralysiert. Ein besonderes 
Interesse verdienen aber die Phosphate. GréBere Dosen von primdrem 
Natriumphosphat retardieren ebenfalls die Chininwirkung. Wir brachten 
namentlich dem Natriumphosphat deshalb ein erhéhtes Interesse ent- 
gegen, weil Matko') die Beobachtung machte, daB Harn imstande ist, 
die himolytische Wirkung des Chinins zu hemmen. Diese Eigenschaft 
beruht auf dem Gehalt des Harns an einfach sauren Phosphaten. In 
weiterer Verfolgung dieser Tatsache stellte Matko dann fest, daB man 
mittels intravenéser Injektion von Dinatriumphosphat das Schwarz- 
wasserfieber bei Malaria erfolgreich bekampfen kann. Er berichtet von 
einem Falle von chronisch rezidivierender Malaria tertiana und tropica 
bei dem im AnschluB an eine Chininmedikation Schwarzwasserfieber 
auftrat. Auf intravenése Injektion von 200 ccm einer 2,5 proz. Natrium- 
phosphatlésung verschwand die Hiamaturie und Albuminurie auf 
mehrere Stunden. Denselben Erfolg zeitigte eine zweite Injektion. 


') Siehe Mercks Ber. 31 u. 32, 359, 1917/18. 
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Dauernd war dieser Erfolg aber erst nach einer Injektion von Natrium- 


phosphat und Kochsalz. Der Autor injizierte 120 ccm einer 6proz. 
Lésung, welche beide Mittel im gleichen Verhaltnis enthielt. Hierauf 
stand die Hamolyse sofort und dauernd. 


Wiahrend wir mit primairem Phosphat Hemmung erzielen konnten, 
ergaben Versuche mit sekundarem Natriumphosphat keine Hemmung 
der Chininwirkung, doch lassen vielleicht andere Konzentrationen noch 
Wirkung erkennen. 





Versuch mit Phosphaten vom 12. November 1924 zur Demonstration 
der Chininhemmung durch Phosphate. 


Beginn 12. November 1924, nachmittags 3 Uhr. 





Nr. Medium Ergebnis am 13. XI. 1924 
1 0.1 proz. Chininsulfat, Phosphateusitse . . Sechwiarzung wie iiblich 
2 25cem Chinin + | ecm einer 2 proz. oe 
Natriumph: sphat lésung ere : mit steigender Konzentration des 
3 Chi we ? 0 . ~ Natriumphosphates  deutlich 
: 1inin + 3cem | einer 2 proz. 1 rimiiren | nachlassende Schwarzung 
4 o + 5 ,, | Natriumphosphatlésung 
5 a+ 
4 2 . * einer sekunddren 2 proz. | -_ eapetes manegnteation 
: TD oy , . - “ eutlich ansteigende (nament- 
7 fs 1 Bose | Natriumphosphatlésung | lich in der Tiete) Farbung 
: 2 : : * einer  tertidren 2proz. | in der Mitte die tiefste 
10 2 .5 ° | Natriumphosphatlésung { Sewirzung 
li Des a mit steigender Konzen- 
° ; einer 2proz. primdren . 
12 - is tration nachlassende 
‘ 7 | Kaliphosphatlésung . “ 
13 - ES wx Schwiarzung 
- + : = sige Chi i - 
14 1 | einer 2proz. sekundéren || mit steigender Chininkon 
15 3 “ . zentration ansteigende 
‘ : | K,HPO, 
16 “ + 5 Schwarzung 


Dagegen wirken Eisensalze und Mangansalze stark retardierend, 
wihrend Alkalisalze wirkungslos sind, wie folgender Versuch zeigt: 


Versuch vom Il. November 1924. 





Nr. Kartoffelstiicke in Beobachtungen am 12. XI. 1924 
! Chinin . ——-. n/10 Mangansulfatloeg. | 

3 ; 10 | auf 25 ccm. | keine Schwarzung 

4 oe -. ea < e ek s l 

5 1 ., nNaBr. . .* | Stark positiv 

6 1 . nKNO, 

7 '@ 2 . at. , : 

8 Ol pros. Eisensulfat | negativ, oben Reduktion! 
% 5eem von 0,2 proz. Eisensulfat auf 

OE “eae ee negativ 
10 Spur Eisensulfat in Chinin. .... . Hauch einer Firbung 
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Versuche, durch Organextrakte beliebiger Art die Chininwirkuny 
oder Hydrochininwirkung zu verhindern bzw. Antienzyme aufzufinden, 
waren nicht von Erfolg begleitet, wie die folgenden Versuche mit Pferde- 





serum (alt), Insulin Fornet und Organdialysaten zeigten. 
Versuch vom 10. November 1924. 
Nr. Kartoffeln in Ergebnis am 11, XI. 1924 
l || Insulin *) allem. . ......2..../) negativ 
2 - + 0,12 proz. Hydrochinon .. stark positiv 
3 Pferdeserum allein ........ .. | sehwach positiv 
, Reaktion erscheint einige Auger 
4 0,12 proz. Hydrochinon Pferdeserum | blicke spiter wie bei tsioee 
5 |0,.03 ,, js 4 a | allein, iinertrifft aber nachsten Tay 
sogar das Hydrochinon 


stark positiv 


6 Hydrochinon allein 
7 Primulysat **) allein 
8 Polygalysat allein . 


oben leichte Briiunung 





9 |Chinin + Polygalyeat ........./i) 

10 ON eee ee ee ee | kd 

1 | Leberextrakt . y Moe ee ee — 

2 | Herzmuskelextrakt ........ — 

3 Chinin... rege werks iio od +++ 

4 + Let yerextrakt + + 

5 _ Herzmuskelextrakt — 

6 + Leberextrakt - 

7 - Herzmuskelextrakt 4. 

8 Tonophosphan + 

9 Tonophosphan allein - 

10 Chinin (0,1 proz.) Coe ee - 

ll + Tonophosphan ***) | Ampulle a 

12 i + - 3 Tropfen. . . + + 

13 st t - 2 ++ ++ 

14 be : - l +++ (Stimulans?) 

*) Insulin Fornet des Instituts fiir Mikrobiologie Saarbricken 1 Pille auf 20 ccm. Insulir 

Fornet ist kei physiologisch sehr wirksam. — **) Uberlassen von der Ysatfabrik Birger 





Wernigerode, - ove) Tonophosphan, ein offenbar sehr wirksames Zellstimulans, freundlich ber 
lassen von Leopold Casella & Co., Frankfurt am Main. 


Die Hemmung der Chininwirkung durch Phosphat (organisches 
und anorganisches), durch Mangan- und Eisensulfat ist aus obigem 
etwa 1 mg Tonophosphan in etwa 8 cem Chininsulfat (0.1 proz.) hemmt 
noch stark deutlich. 


Versuche mit verschiedenen Kartofjelsorten. 


DaB sich bei gesunden Pflanzen die Starke der Melaninbildung 
etwas verschieden verhalt, haben wir schon oft beobachtet. Im folgenden 
bringen wir das Verhalten einiger Kartoffelsorten gegen Chinin, n KN O,. 
Tyrosin und Hydrochinon. Die Versuche ergaben nur graduelle Unter- 
schiede. 
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Sortenpriifungsversuch mit Kartoffelstiicken vom 18. November 1924. 





Ne. 


oto = 


12 


13 
14 
15 
16 


7 


19 
20 


26 
»" 


~i 


28 


29 
30 


33 
34 
35 
36 
37 
38 
30 


40 


Beobachtung unmittelbar 
nach Versuchsbeginn 


Sorte: 
Chinin (0,1 proz.) 
nKNO, eo 
«8 ka ek 
Hydrochinon*) . . . . || 


Chinin sulf. . 


jn KNO, 


Tyrosin . ; 
Hvydrochinon 


Industrie. 


trage 


Pepo. 


stlrmisch 


Kaiserkrone. 
Chinin sulf. . — 
nKNO, — 
Tyrosin . : — 
Hydrochinon trage 


Chinin 
nKNO, 
Tyrosin. . . 
Hydrochinon 


Jubel. 


rasch einsetzend 


Zwickauer Friihe. 


Chinin sulf.. . . . — 
nKNO, . _ 
Res 6 « © = & — 
Hydrochinon trage 
Alma. 
Chinin (0,1 proz.) : — 
| i re _ 
Es be 4&4 * @ 8 — 
Hydrochinon .... rasch 
Wohltmann. 
Cn MR. 5. ns oe we _ 
Ee 5 <a ss -— 
Tyrosin . a eee & _- 
Hvdrochinon mabig 


Vater Rhein. 


ee ee -- 
2 a --- 
CO ee = 
Hydrochinon ..... | rasch 


, ° ; 
Parnassia. 


Chinin 


Ul ee — 
0 bis 

: “ ‘rst stiirmis 
Hydrochinon ..... jab ret stiirmisch 

Blochinger. 

EE eae —- 
| -- 
Cs + a 6 vx. 5 <i a oe 
Hydrochinon .... ./f 


sehr weit 


Beobachtungen am 19. XI. 1924 


fortgeschritten 


Reaktion tief 


machtige Reaktion 


fortschreitend 


~—+— + 


wie tiberal! 


machtig 


wie tiberall 


Hydrochinon hier weniger 


machtig 


michtig 


+ + 


dns 


weiterschreitend 


*) Die organischen Verbindungen in 0,1 proz. Losung angewendet. 


15* 
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: Beobachtung unmittelbar ; , . 
Nr. nech Versuchsbegina Beobachtungen am 19, XI. 1924 


Sorte: Dr. Baumann. 


Ss a ae wm — me 
i2'nKNO, ....... — oh 
= ae by ANS spontan weiterschreitend 


S16 Weihenstephan. 


OR SE ae ee ee ee —_ 
2. 3 ee — 


47 | Tyrosin . aay: fa explosiv machtig 

48 Hydrochinon ..... | — aw 
Unbekannt. 

OP GR kw we — ad 

2 OL ae -- t 

BS Ts ke 4 oe oe oh ; popes 

52 ||Hydrochinon ... . ./\j rasch sehr tiefe Wirkung 


Schrobenhausener Moor-Herkunft. 


OR eee —— ++ 
OP. 4 0: Sa _ i 
kk. ae = ie iiberall 
56 Hydrochinon ..... a ee 


Trotz zahlreicher Versuche unsererseits wollen wir es unterlassen, 
aus diesen Versuchen irgendwelche Schliisse zu ziehen. Die Méglichkeit 
einer diagnostischen Verwertung mu erst durch weitere Versuche er- 
wiesen werden. 

Da gerade die Kartoffel zur Durchfiihrung der Chininproben 
geeignet ist, und da die Kartoffel andererseits zahlreiche Krankheiten 
aufweist, die unter dem Namen Abbaukrankheiten zusammengefabt 
werden, so wurden Kartoffelsorten in gesundem und krankem Zustande 
der Chininprobe unterworfen. Wie die Versuche ergaben, scheint eine 
Diagnostik des Kartoffelabbaus durch die Chininprobe undurchfiihrbar 
zu sein. Einige Versuche wollen wir im folgenden anfiihren. 


Versuche zur Anwendung der Reaktion fiir die Diagnostik des 
Kartoffelabbaues. 
Versuchsbeginn 21. November 1923. 
Beurteilung der Schwiirzung nach 48 Stunden. 





I. Sorte 


Nr. - 
Wiedemann, abgebaute Pflanze Pepo, gesunde Pflanze 
1 ++ 
2 +44 - 
4 + + - 


a 
4 
+ 
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Versuch vom 28. November 1923. Grad der Schwarzung nach 18 Stunden. 











1. Sorte 
Nr 
Wiking, abgebaut Wiking, gesund 
l . ohn af. 
» 4 — . -- 
Il. Sorte 
Nr. 
Industrie, abgebaut Industrie, gesund 
l 
» 
3 t 
Til. Sorte 
Nr. j 
Wiking, abgebaut Wiking, gesund 
] 
» 1 


Eine Diagnostik des Abbaus durch die Chininprobe ist nach diesen 
Stichproben wenig aussichtsreich. 


Versuch mit Bldttern von Vicia faba. 

Wir haben den letzten Teil der Versuche ausschlieBlich mit Kartoffel- 
knollen durchgefiihrt. Nun galt es, die Fiihlung mit den einleitenden 
Versuchen, die mit Laubblattern angestellt wurden, wieder zu gewinnen 
und zu priifen, ob auBer dem Chinin auch andere Stoffe zur Schwarzung 
fiihren, wie es fiir die Kartoffelknolle festgestellt wurde. Zu den Ver- 
suchen wurden Blatter von Vicia faba verwendet. 


Versuch vom 5. November 1924. 





Grad der Schwirzung 


Nr Die Blattstiele tauchen ein in am 6. XI. 1924 
GaSe 
2 Sublimatwasser 1:1000 . . . Aderschwarzung 
3 Chinin (0,lproz.) .... . .  véllig geschwarzt 
4 Hydrochinon ....... ..  Bilattstiel geschwiarzt 
5 LiNO, ......... .. . |) Schwirzung fast so stark 
6/NeaNO,...........-/f wie bei Chinin 
7\/K,8O, ...........| schwache Reaktion 
 . Pe arIpES “sere 
eee te | ee aie j ce utliche Schwirzung 


Im Gegensatz zu den Kartoffelknollen-Versuchen trat hier auch 
Rhodanid in Wirkung (Tétung und Gerbstoffwirkung). Wenn Blitter 
von Vicia faba in geschlossenen Glasern Toluoldimpfen ausgesetzt 
werden, so iibersteigt Grad und Ausdehnung der Schwarzung alles bisher 
Beobachtete ; wir haben also hier eine vollkommene Parallele zur Toluol- 
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wirkung bei der Kartoffel. Dagegen fallt die geringe Wirkungsstarke 
des Hydrochinons bei Blattversuchen mit Vicia faba auf. Blatter, in 
0,25 proz. Hydrochinon in Petrischalen gelegt, nehmen erst nach einigen 
Tagen eine Fleckenbildung an, die allerdings tiefschwarz war und 
lebhaft an die vondem Pilz Ascochyta hervorgerufene Fleckenkrankheit 
erinnert. Diese Auffalligkeit fiihrt uns dazu, hier kurz 


die Nachahmung von Infektionskrankheitsbildern bei Pflanzen durch Chinin 


zu behandeln. 

Pflanzen, die der Chininprobe unterworfen werden, nehmen haufig 
Formen und Farben an, die fiir bestimmte Infektionskrankheiten 
charakteristisch sind. Wir kennen eine Reikhe von Infektionskrank- 
heiten bei Beta, Solanum, Vicia faba, die von einer charakteristischen 
Schwarzung begleitet sind. Die Krankheitsbilder der Schwarzbeinigkeit 
der Kartoffel kénnen durch Eintauchen von Pflanzen in Chinin, die 
Bilder der Bakterien-Ringfaule durch Einlegen von Kartoffelscheiben 
in Chinin iiberraschend nachgeahmt werden. Die Bilder, die der Wurzel- 


Abb. 8a. Abb. 8b. 


a) Durch Pythium de Baryanum infizierte Rubenkeimlinge mit naturlicher Melaninbildung. 
Nach Busse, Arb. Biolog. Reichsanstalt 8, 2, 224, 1911. 
b) Kiinstlich mit Chininzufuhr herbeigetiihrte Melaninbildung. Original. 


brand des Beta-Keimlings hervorruft, sind zum Tauschen ahnlich den 
Bildern, die am Beta-Keimling entstehen, wenn die Keimwiirzelchen 
in 0,1 proz. Chininsulfat tauchen. Die in Bayern viel erérterte und 
wenig erforschte ,,Mergelkrankheit der Riiben* ist haufig mit einer 
Schwarzung der Blatter verbunden, wie sie durch Eintauchen der 
Blatter in 0,1 proz. Chininsulfat erhalten wird. Riibenképfe nehmen, in 
Chininsulfat eingelegt, das Aussehen von Pflanzen an, die an Herz- und 
Trockenfaule leiden. Selbst ganze Riiben, die man so behandelt, nehmen 
Farbe und Einbuchtungen an, die Krankheiten vortauschen. Bekanntlich 
wird durch die ,,Johanniskrankheit’ der Wurzelhals von Lupinus 
angustifolius tief gefarbt, bei Lupinus luteus tritt ein solches Bild nicht 
auf; die Chininprobe liefert nur bei Lupinus angustifolius positive Aus- 
schlage und versagt bei Lupinus luteus. Am bekanntesten und auch am 
leichtesten nachahmbar (z. B. Johanniskrankheit) sind die Krank- 
heitsbilder und Schwiarzungen, die bei Vicia faba durch die ver- 
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schiedensten Erreger hervorgerufen werden. Uber die Zeit, die bis zum 
Auftreten der schwarzen Produkte verstreicht, schreibt Schuster'): 

Impft man eine geringe Menge von Bacterium xanthochlorum in 
den Stengel von Vicia faba, so tritt schon bei gewéhnlicher Zimmer- 
temperatur innerhalb 24 Stunden an der Verwundungsstelle eine pech- 
schwarze Verfirbung auf, die sich auch oben und unten weiter aus- 
breitet, der Stengel wird schlaff und fallt um. Das Krankheitsbild ist 
demnach eine Schwarzung der Stengelbasis unter Auftreten einer 
weichen Faulnis, die innerhalb 24 Stunden die Stengel zum Umfallen 
bringen kann. Wenn auch hier wie bei der Schwarzbeinigkeit der 
Kartoffel anzunehmen ist, dai mehrere Bakterien das gleiche Krankheits- 
bild erzeugen kénnen, so mu Bacterium xanthochlorum wegen seiner 
Wirkung doch in erster Linie als primarer Erreger der Schwarzbeinigkeit 
der Saubohne angesprochen werden. Auch Bacterium phytophtorum 
vermag, wie Appel gezeigt hat, Schwarzung und Fiulnis bei Vicia faba 
hervorzurufen, wie ich mich jedoch durch Versuche mit dem A ppelschen 
Bacterium iiberzeugt habe, verliuft der KrankheitsprozeB hier lang- 
samer und es dauert mindestens drei Tage, bis die Pflanzen umfallen. 

Die Schwarzfarbung verschwindet auch bei langerem Aufenthalt 
der Objekte in absolutem Alkohol nicht und ist auf ein oxydierendes 
Enzym (Tyrosinase) zuriickzufiihren. Wenn man Bacterium xantho- 
chlorum aus Vicia faba-Stempeln isoliert und auf alkalischem Kartoffel- 
Agar bei 30° kultiviert, so entwickelt sich eine schwach rote Farbung, 
die bald nachher schwarz wird, wenn man Paraphenylendiamin und 
-naphtol (Spitzers Reaktion) zusetzt ; gibt man eine 1- bis 5 proz. Tyrosin- 
lésung zu der Bakterienkultur, so nimmt sie schneller eine rotschwarze 
Farbe an, als ohne diesen Zusatz. Diese Reaktionen zeigen, dab Bac- 
terium xanthochlorum Tyrosinase ausscheidet. Doch hangt die Pro- 
duktion dieses Enzyms von bestimmten, nicht naher bekannten Be- 
dingungen ab: denn auf anderen Pflanzen tritt Faulnis ohne Schwarz- 
farbung auf. Bei dem Zustandekommen der Schwarzung wirkt mehr 
der Chemismus der betreffenden Pflanze als der Chemismus des Er- 
regers mit. 


Die Erprobung der Methodik fiir andere pflanzliche Enzyme. 

Wir versuchten beim AbschluB der Tyrosinaseversuche, unsere 
Methodik auch fiir den Nachweis anderer Enzyme dienstbar zu machen, 
und konnten feststellen, daB z. B. die Reduktion des Methylenblaus 
durch Reduktasen so schén und sicher an Kartoffelstiickchen zu zeigen 
ist, daB die Methodik als Vorlesungsversuch dienen kann. 


') J. Schuster, Zur Kenntnis der Bakterienfaule. Aus Beitrage zur 
Kenntnis der Kartoffel 8. Berlin 1912. 
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In Wasser bleibt das obere Drittel der Kartoffel tiefblau, die unteren 
Drittel bleichen véollig. 

Die Methodik verspricht fiir andere Enzyme gute Dienste zu tun. 
Gleichzeitig kann bei weiterer Ausdehnung der Fragestellung die 
Neutralsalzwirkung mit Hilfe der beschriebenen Methodik gut studiert 
werden. 

Zusammenfassung. 

lL. Die bisherigen Untersuchungen tiber ,,Pflanzliche T yrosinasen* 
wurden ausschlieBlich mit pflanzlichen Organextrakten, insbesondere 
mit T'yrosinlésungen durchgefiihrt. Die hier beschriebenen Versuche 
bedienten sich einer ganz anderen Methodik, die ihren Ausbau der 
Beobachtung verdankt, daB Organe oder Organteile gewisser Pflanzen. 
arten in 0,1 proz. Chininsulfat eine Schwdrzung erleiden. 

2. Diese Wirkung der Chininsalze ist an eine verhaltnismiabig 
hohe Chininkonzentration gebunden (von 0,05 Proz. ab). Das Enzym 
wird durch die hohe Chininkonzentration, welche die Zelle lahmt und 
die Zellstruktur stért, aus seiner Abhdngigkeit vom Gesamtgeschehen 
der Zelle losgelést (Freilauf der Tyrosinase). In den normalen Zellen 
herrscht ein auberst labiles, sorgfaltig ausgeglichenes Gleichgewicht, 
so daB jede Sonderfunktion ausgeschaltet und jeder ProzeB dem Gesamt- 
interesse untergeordnet wird. 

3. Die Tyrosinasefunktion in unseren — meist mit Kartoffel- 
stiicken durchgefiihrten — Versuchen ist vorzugsweise postmortal, 
namentlich bei Verwendung hoher Chininkonzentrationen. Doch kénnen 
wir mit gewissen Stimulantien, namentlich mit dem hochwirksamen 
Tonophosphan, den Widerstand der Zelle gegen das Chinin organisieren, 
die Zellstruktur stiitzen, ihre Funktionen beleben, wenn die Chininkonzen- 
tration 0,1 Proz. nicht tiberschreitet. Den Phosphaten scheint eine 
ahnliche, wenn auch bedeutend geringere Fahigkeit innezuwohnen. 

4. Ob Zusammenhinge mit dem Schwarzwasserfieber, das beim 
Menschen unter bestimmten Bedingungen und nach _ bestimmten 
Chininmedikationen auftritt, bestehen, wird sich zeigen miissen. Jeden- 
falls haben auch in der Therapie des Schwarzwasserfiebers die Phosphate 
eine giinstige Wirkung auf den Organismus ausgeiibt. 

5. Die Loslésung des Enzyms aus dem Zellgefiige wird ahnlich 
wie durch Chinin durch den natiirlichen Zelltod vollzogen (Pflanzen, 
die in Chinin die ausgedehntesten Schwarzungen liefern, sind immer 
solche, die nach ihrem natiirlichen Absterben Schwarzungen annehmen), 
desgleichen durch den Kdiltetod der Zelle, durch den Hitzetod der Zellé 
(die Hitzegrade diirfen fast bis auf 90° ansteigen), durch die Narkos« 
der Zelle (Toluol und Xylol, jedoch nicht durch Ather und nicht durch 
Chloralhydrat), durch Alkohol und Cojfein, durch Sublimatwasser 
und durch andere Stoffe. 
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6. Bedingung dabei ist, dap das Enzym nicht selbst angegriffen wird 
Salze der Erdalkalien fihren nicht zur Melaninbildung. In hohen Kon- 
zentrationen flocken sie allem Anschein nach das Enzym, in niederen 
Konzentrationen vermégen sie dem Enzym nicht zum Freilauf zu ver- 
helfen, weil sie die Zellstruktur intakt lassen. Die unverletzte Zell- 
struktur halt das Enzym im Ziigel. Wenn Zusatz von Spuren von 
Kisen- und Mangansalzen zu Chinin die Melaninbildung verhindert, so 
muB noch entschieden werden, ob sie retardierend auf das Hnzym 
selbst oder organisierend auf die Abwehrkrafte der lebendigen Substanz 
wirken. 

7. Alkalisalze in Normal- und héheren Konzentrationen fiihren 
immer zur Melaninbildung. Niedriger konzentrierte Lésungen von 
Alkalisalzen bediirfen einer ladngeren Zeitdauer zur Einleitung der Melanin- 
bildung. Der Hinflug des Anions ist deutlich am Zustandekommen 
eines bestimmten Farbtones zu erkennen. 

8. Der Farbton ist, wie zuerst Haehn richtig gezeigt hat, der Aus- 
druck eines bestimmten Dispersitdtsgrades des melanotischen Farh- 
stoffs. 

9. Von den Dioxybenzolen bewirken Hydrochinon und _ Brenz- 
catechin ein spontanes Auftreten von Farbstufen, dagegen nicht Resorcin. 
Tyrosin, die Muttersubstanz der Tyrosinasenmelanine, ist ebenso 
momentan wirksam. 

10. Mit Hilfe der Chininmethode kénnen Bilder von pflanzlichen 
Infektionskrankheiten nachgeahmt werden (Schwarzbeinigkeit der Kar- 
toffel, Wurzelbrand der Riibe, Johanniskrankheit der Leguminosen) 

Die Arbeit wird fortgesetzt. 














Uber die Oxydation der A-Vitamine im Milchfett beim Buttern. 


Von 
J. Birger Platon. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 26. Dezember 1924.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Durch friihere Untersuchungen [Drummond und Coward (1), 
Hopkins (2)| wurde konstatiert, daB die Vitamine der A-Gruppe an 
der Luft unter gewissen Bedingungen oxydiert und zerstért werden. 
Wahrend also, wenn Oxydationsméglichkeit ausgeschlosesn ist, die 
A-Stoffe im Butterfett eine 12stiindige Erhitzung desselben bis auf 
120°C vertragen, ohne dabei nennenswert geschwacht zu werden. 
werden sie bei gleichzeitiger Durchliiftung schon nach 4 Stunden voll- 
standig zerstért. Auch bei 37°C verliert das Butterfett, wenn es der 
Einwirkung der Luft ausgesetzt wird, nach und nach seine A-Stoffe. 
wihrend man unter sonst gleichen Bedingungen bei Luftabschlul 
keine Herabsetzung des A-Vitamingehalts wahrnehmen kann (Drum- 





mond und Coward, |. ¢.). 

Aus den Untersuchungen Me Collums (4) scheint hervorzugehen. 
da in den Molken ungefahr die Halfte der A-Stoffe der Milch wieder- 
gefunden werden und dab also nicht die ganze Menge der A-Stoffe an 
die Fettkiigelchen gebunden ist. Dies wird auch durch Beobachtungen 
von Sherman, MacLeod und Kramer (7), da®B abgerahmte Milch einen 
bedeutend gréferen Gehalt an A-Stoffen aufweist als ihrem Fett- 
gehalt entspricht, bestatigt. Was den A-Stoffreichtum der Butter, 
verglichen mit dem der Milch betrifft, fiihrt v. Wend? (8) an, ,,dab 
viele Versuche zeigen, daB die Butter allerdings bedeutend A-Vitamin- 
reicher ist als die Milch, der Unterschied im Vitamingehalt erweist 
sich aber bei langem nicht so groB als man erwarten sollte, wenn die 
Butterbereitung nicht mit einer Verminderung des A-Stoffgehalts 
verbunden wire. Nach einigen Versuchen sollte die Herabsetzung 
so groB sein, daB die Butter nicht mehr als ', bis '/; der urspriinglichen 
Vitaminmenge des Milchfettes enthalten sollte." Es lag nahe an der 
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Hand, diese Verminderung einer wahrend der Verarbeitung der Milch 
erfolgenden Oxydation der A-Stoffe zuzuschreiben, und von den ver- 
schiedenen Operationen wurde gerade das Buttern als die fiir die 
A-Vitamine verhangnisvollste Operation angesehen, da wahrend des 
Butterns das Fett mit der Luft im ButterfaB in besonders intime Be- 
rihrung kommt (v. Wendt, 1. c.). Rahn (6) nimmt auf Grund vieler 
friiher bekannten Tatsachen an, da} die Butterbildung so vor sich 
geht, da der die Fettkiigelchen umgebende Schaumstoff sich an der 
Oberflache der Luftblischen ansammelt, wobei die Fettkiigelchen 
mitgerissen werden und sich in den Schaumlamellen ablagern. Durch 
das weitere Bearbeiten des Rahms erstarrt dann der Schaumstoff 
und das Fett ballt sich zu immer gréBeren Butterkliimpchen zusammen. 
Bei diesen sich abspielenden Vorgangen kommen also die Fettkiigelchen 
mit ihren groBen Oberflachen wenigstens wahrend einer kiirzeren Zeit 
in direkte Beriihrung mit der Luft, wodurch die Bedingungen fiir eine 
Oxydation sehr giinstige zu sein scheinen. 

Nach einer unlangst erschienenen Abhandlung von Hunziker (3) 
hat man an mehreren Orten in Amerika diese vermeinte Oxydation 
und damit verbundenen Verlust an A-Vitaminen durch Ausfiihrung 
des Butterns in einer Kohlensaureatmosphare zu vermeiden versucht. 
Carbonated butter wird dann als ein vitaminreicheres und halt- 
bareres Produkt als die in gewéhnlicher Weise gewonnene Butter 
verkauft. Wie Hunziker hervorhebt, hat man indessen fiir dieses Ver- 
fahren keine Stiitze durch Resultate direkt angestellter vergleichender 
Versuche gehabt. Er ist im Gegenteil der Ansicht, daB viele Verhalt- 
nisse dafiir sprechen, daB eine Verdriangung der Luft durch Kohlen- 
siure bei der Butterung fiir die Konservierung der Vitamine des Milch- 
fettes keine Bedeutung besitzt. Und obwohl wahrend des Butterns, 
wie oben angefiihrt wurde, in gewissen Hinsichten fiir eine Oxydation 
giinstige Umstande vorhanden sind, erscheint eine solche aus anderen 
Griinden ziemlich unwahrscheinlich. 

Nach Drummond und Coward, |. c., ist eine 12stiindige Durch- 
liiftung bei 80°C erforderlich, um die A-Stoffe der Butter zu zerstéren. 
Eine Butterung wird gewohnlich.bei 12 bis 18° C ausgefiihrt und nimmt 
nur ausnahmsweise lingere Zeit als eine bis einige Viertelstunden in 
Anspruch, und unter diesen Umstanden scheint ein gréBerer Verlust 
an A-Vitaminen kaum zu erwarten. 

Zur Erforschung dieser praktisch und ékonomisch wichtigen 
Frage fiihrte ich auf Vorschlag von Herrn Professor Dr. Widmark 
vergleichende Fiitterungsversuche mit jungen Ratten aus, um eine 
eventuelle Verschiedenheit im Zuwachs bei teils mit auf gewéhnliche 
Weise, teils mit in Kohlensiureatmosphire dargestellter Butter ge- 
fiitterten Tieren festzustellen. 





| 
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Methodik. 


Die Zubereitung der Butter. Die Herstellung der zu den Versuchen 
verwendeten Butter geschah dank der Liebenswiirdigkeit des Vor- 
stehers Herrn Professor Dr. Rosengren in der Versuchsmolkerei des 
landwirtschaftlichen Instituts zu Alnarp. Die Butterungen wurden 
in einem friiher im Butterbetrieb verwendeten HandbutterfaB mit 
einem Rauminhalt von 12 Litern ausgefiihrt. Das Fa bestand aus 
einem Eisenblechzylinder, durch dessen Mitte eine Achse ging, die 
mit einer mit dem Fal zusammenhingenden Hiilse umkleidet war. 
Vom oberen Ende der Achse, die durch ein passendes Loch im Deckel 
ein wenig hervorragt, reichen zwei Blechfliigel in das Fab hinunter. 
Diese mit Fliigeln versehene Achse wurde unter Vermittlung eines unter 
dem Fa gelegenen Zahnrades mit einer Kurbel in Rotation versetzt 
und so die Sahne bearbeitet. 

Bei den Butterungen in Kohlensaiureatmosphare wurde aus einer 
Bombe mittels eines Rohres durch den Boden des Butterfasses Kohlen- 
siure eingeleitet. Vor dem Beginn der Bearbeitung wurde wahrend 
etwa 15 Minuten ein kraftiger Kohlensiurestrom unter langsamem 
Umdrehen der Kurbel durch die Sahne geblasen. Ein besonderes Aus- 
pumpen der in der Sahne gelésten Luft, wie es v. Wendt empfiehlt. 
wurde jedoch nicht vorgenommen. Da die Sahne kurz vor dem Buttern 
pasteurisiert worden war und dann, wie oben angegeben, Kohlensaure 
durchgeleitet wurde, diirften nur noch sehr geringe Mengen Luft zuriick- 
geblieben sein. Nachdem die Luft auf diese Weise entfernt worden 
war, wurde zur Verhinderung von Luftwechsel ein dickes feuchtes 
Tuch tiber den Deckel ausgebreitet. Nach beendigter Butterung wurde 
die Buttermilch mit einem Saugheber abgehebert und die Butter im 
FaB dreimal mit Wasser gewaschen. Das Kneten wurde unter Wasser 
mit den Hiinden ausgefiihrt und wurde wahrend simtlicher Operationen 
mit dem Einblasen eines kraftigen Kohlensiurestromes fortgefahren. 
Beide Buttersorten wurden unmittelbar nach dem Kneten méglichst dicht 
in GlasgefaBe gepreBt, die, mit Pergamentpapier tiberbunden, wahrend 
der Versuchszeit bei einer Temperatur von ungefahr 12°C aufbewahrt 
wurden. Nur sechsmal standen die Glaser bei 0 bis 5° iiber Nacht. 

Bei jeder Butterung, die 15 bis 20 Minuten dauerte, wurden 4 Liter 
siiBe Sahne verarbeitet und betrug die Anfangstemperatur derselben 
13°C. Die beiden Vergleichsbutterungen wurden gegebenenfalls jedes- 
mal mit verschiedenen Portionen desselben Rahmes und unmittelbar 


nacheinander ausgefiihrt. 

Die Fiitterungsversuche. Diese wurden in der Hauptsache nach 
der Methode von Drummond zur quantitativen Schitzung der A-Stoff- 
mengen ausgefiihrt. Von den fiir diese Versuche verfiigbaren zehn 
Ratten gehérten sechs, nimlich Nr. 296, 297, 298, 300, 304 und 305 
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(im folgenden als Gruppe I bezeichnet) demselben Wurf, die tibrigen, 
Nr. 306, 308, 310 und 311 (Gruppe II) einem anderen, etwas spateren 
Wurf an. 

Samtliche Tiere wurden ungefaihr im Alter von 4 Wochen auf 
A-Vitaminfreie Grundnahrung gesetzt, die die folgende Zusammen- 
setzung hatte: 470 Teile Reismehl, 180 Teile Casein, 50 Teile Hefe und 
50 Teile Nahrsalzmischung nach der Vorschrift von Me Collum und 
Davis (5). Aus dieser Mischung und auBerdem noch 1 cem Arachisél 
pro Tier und Tag wurde ein Teig hergestellt. Nachdem der Zuwachs 
bei einem K6rpergewicht von ungefaihr 70g aufgehért hatte, wurde 
den Ratten eine Zulage von verschiedenen Mengen Butter gegeben 

Das Abwigen der Tagesrationen erfolgte unmittelbar vor der 
Fiitterung, und taglich wurde die oberste Schicht der Butter in den 
Glasern entfernt. Saimtliche Tiere wurden wéchentlich zweimal gewogen. 

Von den Ratten der Gruppe I erhielten vom 24. September an 
298 0,2 ¢ Kohlensiurebutter, 300 und 305 0,2 ¢ Luftbutter, die am 
24. September 1924 zubereitet wurde. Vom 27. September an erhielten 
296 und 297 0.1 g Kohlensdiurebutter, 304 0,1 ¢ Luftbutter, die am 
27. September gewonnen wurde. Vom 4. Oktober an erhielten samt- 
liche Ratten dieser Gruppe 0,05 g 296, 297 und 298 Kohlensaurebutter, 
die tibrigen Luftbutter vom 27. September, welche Butter wahrend 
der ganzen weiteren Versuchszeit verwendet wurde. Nach dem 9. No- 
vember wurde die Tagesration samtlicher Tiere auf 0.075 g¢ erhdht 
In der Gruppe LI erhielten vom 13. Oktober an 306 und 310 0.05 ¢ 
Kohlensiurebutter, 308 und 311 gleichviel Luftbutter. Nach dem 
30. Oktober wurde die tagliche Ration um die Halfte vermindert. Die 
fiir diese Gruppe verwendete Butter wurde am 13. Oktober zubereitet. 


Resultate, 

Des begrenzten Tiermaterials halber, das mir zu dieser Unter- 
suchung zu Gebote stand, mute das fiir den Zuwachs erforderliche 
Butterminimum an denselben Tieren, die zu den eigentlichen Ver- 
suchen benutzt wurden, festgestellt werden. Daher wurden die Ratten 
von Beginn an mit verhaltnismaBig groBen Butterquantitaten gefiittert. 
Als diese sich als den Zuwachs induzierende Mengen bewihrt hatten, 
wurden die Rationen vermindert, bis die Tiere wieder keine oder nur 
geringe Gewichtszunahme zeigten, um danach bei Gruppe I wieder 
unbedeutend vermehrt zu werden, wobei die Ratten aufs neue an 
Gewicht zunahmen. 

Da wegen der groBen Variationen im Vitamingehalt bei zu ver- 
schiedenen Zeiten gemachter Butter (vgl. unten), wihrend des gréBten 
Teiles oder sogar der ganzen Versuchszeit Butter derselben Butterung 
verwendet werden mute, kénnen die hier erhaltenen Resultate auch 
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iiber die Haltbarkeit der Vitamine in der Butter wahrend der Lagerung 
etwas aussagen. 

Wie an den in den Abbildungen wiedergegebenen Gewichtskurven 
ersichtlich ist, kann praktisch genommen im Gehalt an zuwachs 
férdernden A-Stoffen bei auf oben geschilderte Weise gewonnener 
Butter kein Unterschied konstatiert werden. Samtliche Kurven ver 
laufen im allgemeinen ziemlich gleichférmig. 
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Bemerkenswert sind die geringen Buttermengen, die erforderlich 
waren, um eine Gewichtszunahme der Ratten zustande zu bringen 
Die hier fiir eine Vitamineinheit gefundenen Werte weichen betrachtlich 
von den friiher fiir Butter gefundenen ab. Zilva und Miura (9) geben 
die fiir den normalen Zuwachs junger Ratten erforderliche Meng: 
Butter zu 0,2 bis 0,4 g an. Diese variiert je nach der Rasse der milch- 
liefernden Kiihe, der Fiitterung derselben usw. Bei den hier mit- 
geteilten Versuchen wurde dagegen schon bei einer tiglichen Ration 
von nur 0,075 (Gruppe I) bzw. 0,025 g¢ (Gruppe Il) Zuwachs erzielt. 

Zur Zeit meiner Butterungen gingen die Kiihe auf die Weide. Die 
von oben genannten Forschern angegebenen Verschiedenheiten im 
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A-Vitamingehalt der Butter je nach der Ausfiitterung, Rasse usw. 
der milchliefernden Kiihe, welche Beziehungen noch nicht als vollig 
klargelegt betrachtet werden kénnen, kénnten also die Ursache der 
abweichenden Resultate bilden. 

Eine andere Ursache kénnte die sein, dali die von mir verwendete 
Grundnahrung nicht vollstandig frei von A-Stoffen gewesen ist, trotzdem 
das darin vorhandene Casein wiederholt gefallt und mit Alkohol und 
Ather extrahiert wurde und darauffolgendes 48stiindiges Erhitzen 
im Trockenschrank bei 100° C stattgefunden hat. Um dariiber Klarheit 
zu erhalten, wurden am 3. Dezember simtliche Versuchstiere auf 
Grundnahrung allein gesetzt. 

Nach wenigen Tagen erkrankten alle Ratten der Gruppe IL an 
hochgradiger Xerophthalmie, und wie aus den Kurven hervorgeht, 
nahmen samtliche Tiere an Gewicht ab. Nach 10 Tagen starben fiinf 
Ratten. Aus diesen Erscheinungen geht hervor, daB die Grundnahrung 
A-Vitaminfrei war. 

Es fallt ferner auf, daB der Vitamingehalt der beiden Butterproben, 
die mit einer Zwischenzeit von nur wenigen Wochen zubereitet wurden, 
einen so groben Unterschied aufweist. Vielleicht ist dieser Unterschied 
auf eine verschiedene Vorbehandlung der Milch und der Sahne zuriick- 
zufihren. Die Butter fiir die Gruppe I wurde namlich aus Milch her- 
gestellt, die vorher einen Regenerativpasteur passierte und danach 
zentrifugiert worden war. Die Butter, die zur Fiitterung der Ratten 
der Gruppe II diente, wurde dagegen von einer Milch erhalten, die mit 
einem Rohrgenerativ bis auf ungefahr 60°C vorgewarmt worden war 
und dann zentrifugiert wurde. Die Sahne wurde dann in einem Blech- 
yefai} im Wasserbad unter Umriihren pasteurisiert'). Uber den Ursprung 
und die Vorbehandlung der Milch wurden im iibrigen keine Auf- 
zeichnungen gemacht: die Sahne wurde durch Zentrifugieren der in 
der Molkerei gemischten Milch mehrerer Lieferanten, von zusammen 
ungefahr 5000 kg taglich, erhalten. Die Absicht mit dieser Arbeit war 
ja auch nur, den A-Stoffgehalt auf verschiedene Weise gewonnener 


Butter zu vergleichen. 


Zusammenfassung. 


Butter wurde teils in Kohlensiureatmosphire, teils in Luft her- 
gestellt. Der A-Stoffgehalt der auf verschiedene Weise erhaltenen 
Butter wurde nach der Methode von Drummond durch Ausfiitterung 


') Es scheint mir, als ob beim Zentrifugieren der Milch, welches ge- 
woéhnlich bei héherer Temperatur erfolgt, eher ein Vitaminverlust zu be 
fiirchten sei als beim Buttern. Mit ahnlichen Verhialtnissen ist vielleicht 
auch beim Pasteurisieren zu rechnen, dessen verschiedene Ausfiihrung 
auBerdem zu schwankenden Vitaminverlusten fiihren kénnte. 
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junger Ratten geschatzt. Ein Unterschied im A-Stoffgehalt konnte 
nicht mit Sicherheit festgestellt werden. 

Die Minimummenge Butter, mit der ein Zuwachs der Ratten 
erhalten wurde, weicht betrachtlich von den Angaben friiherer Autoren 
ab und wurde zu 0,075 bzw. 0,025 ¢ bei zwei zu verschiedenen Zeiten 
hergestellten Butterportionen bestimmt. Die Ursachen dazu, wie auc! 
zu den groben Variationen des A-Stoffgehaltes von Butter, die mit 
einer Zwischenzeit von zwei Wochen zubereitet wurde, wurden nicht 


untersucht. 
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Untersuchungen iiber diastatischen Stirkeabbau. 


Von 
L. de Hoop und J. A. van Laer. 


(Aus dem Laboratorium fiir chemische Technologie der Technischen 
Hochschule in Delft.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1924.) 


In einer friiheren Veréffentlichung hat einer von uns!) verschiedene 
Angaben iiber bereits ausgefiihrte Untersuchungen betreffs der Kristalli- 
sationsverzégerungen gemacht, die im Reaktionsprodukt des dia- 
statischen Stirkeabbaues auftraten, als wir trachteten, in diesem 
eingedampften Reaktionsprodukt Maltose direkt zur Kristallisation 
zu bringen. 

Wir wiesen damals auf die Tatsache hin, daB diese Kristallisations- 
verzégerungen, die bereits lange bekannt waren?), nicht auftraten 
in von uns bereiteten Gemischen von Maltose mit den uns zur Ver- 
fiigung stehenden gereinigten Handelsdextrinen, so dal diese Er- 
scheinung der Anwesenheit von weit abgebauten sogenannten Grenz- 
dextrinen von niedrigem Molekulargewicht im Reaktionsprodukt 
zugeschrieben werden mubBte. 

Ferner machten wir darauf aufmerksam, da®B der Verlauf der 
Reaktion : 


(Cy Hy 95), + H,O —» C,, Hy, O,, + Dextrin 


trotz den sehr ausgedehnten Untersuchungen auf diesem Gebiete nicht 
derartig untersucht war, dab mit Sicherheit festgestellt werden konnte, 
ob bei dieser Reaktion quantitativ Maltose gebildet wiirde, wenn die 
Umstande wahrend der Reaktion so giinstig als méglich waren. 

Wir wiesen auf die widersprechenden Angaben, die von _ ver- 
schiedenen Autoren iiber diesen Punkt gemacht sind, hin und auf die 


1) Diese Zeitschr. 135, 217, 1923. 

2) Als Beleg hierfiir verweisen wir auf die gebrituchliche Methode 
der Reindarstellung von Maltose, bei der das Reaktionsprodukt mit Alkoho! 
extrahiert wird; die Maltose geht dann in Lésung, wahrend die Dextrine 
zuriickbleiben. Versuche, diese Extraktion zu umgehen, haben niemals 
viel Erfolg gezeitigt. 
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Bedeutung, die einer Lésung dieses Problems fiir die Starkechemie 
zukime!). 

Seither ist unsere Kenntnis der Konstitution des Starkemolekiils 
durch die bahnbrechenden Untersuchungen von Lintner®), Karrer®), 
Irvine*) und Pringsheim®) auberordentlich bereichert worden, so dai 
wir gegenwartig wenigstens zu einer allgemeinen Orientierung iiber 
dieses Molekiil gelangt sind, wenn auch verschiedene Punkte noch nicht 
ganz aufgeklirt und die Zusammenhinge zwischen den von diesen 
Forschern erhaltenen Ergebnissen hiufig noch nicht hergestellt sind. 
Die bereits angefiihrte Abbaureaktion ist von Lintner®) und von Prings- 
heim’) gleichfalls neuerlich und genau studiert worden, aber sie kamen 
zu keinen tibereinstimmenden Ergebnissen. 


Wahrend Lintner nach langwierigen Untersuchungen zu dem 
Schlusse gelangte, daB bei dieser Reaktion im giinstigsten Falle 86 Proz. 
Maltose gebildet werden kann, indem ein durch Diastase nicht mehr 
abbaufihiges Grenzdextrin zuriickbleibt, teilte Pringsheim mit, dal 
es ihm gelungen ist, die Reaktion tiber dieses Stadium hinaus weiter- 
zufiihren, bis die ganze Stirke quantitativ in Maltose iibergegangen ist. 

Eine derartige, abnorm weit durchgefiihrte Verzuckerung, wie er 
es ausdriickt ,,eine Verzuckerung iiber den Grenzabbau hinaus™, 
wurde von ihm durch Hinzufiigung eines sogenannten Komplements 
zu seinen Malzdiastasen erreicht. Unter Komplement versteht Prings- 
heim ein Koenzym der Diastase, das erhalten wird, indem man Hefe 
mittels Toluol abtétet und von dieser abgetéteten Hefe einen wasserigen 
Auszug bereitet, der bei der Verzuckerung dem verwendeten Malz- 
extrakt zugesetzt wird. Durch das Hinzufiigen dieses Komplements 
ist es Pringsheim gelungen, in seinen Reaktionsprodukten 100 Proz. 
Maltose (auf reduktometrischem Wege bestimmt) nachzuweisen. Auch 
ohne Zusatz dieses Komplements war der von Pringsheim angewandte 
Malzextrakt zweifellos aktiver als der von Lintner; ohne Hilfsmitte! 
konnten 96 Proz. direkt nachgewiesen werden. gegeniiber dem Lintner- 
schen Grenzwert von 86 Proz; Pringsheims Werte zeigen also ohne 
Zweifel starke Ubereinstimmung mit denen von Maquenne®). Hierzu 
muB bemerkt werden, daB er sich eines speziellen Malzes der ,,Byk 


') Maquenne und Rouz, C. r. 142, 124, 1906; Euler und Svanberg, 
H. 112, 193, 1920. 
2) Zeitschr. f. angew. Chem. 1923, Nr. 16, S. 119. 
3) Helv. 8, 620, 1920; 4, 185, 249, 263, 678, 811, 1921: 5, 129, 1922. 
*) Address to the Brit. ass. in Hull 1922, Soc. 123, 898, 1923. 
5) Die Polysaccharide, 2. Auf!. Berlin, 1923. 
Lintner und Kirschner, }. c. 
7) Diese Zeitschr. 142, 108, 1923; 148, 336, 1924; Ber. 57, 1581, 1924. 
Maquenne, |. ¢. 


ti. tet aft 
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Gulden Werke“ bediente, das auBerordentlich aktiv zu sein schien: 
die gefundenen hohen Maltosewerte sind jedoch sehr merkwiirdig, 
um so mehr, als sie mit einem erhéhten Kristallisationsvermégen des 
Zuckers Hand in Hand gingen. 

Pringsheim erklart die abweichenden Ergebnisse der verschiedenen 
Bearbeiter durch die Annahme, da die in den diversen Malzextrakten 
enthaltenen Mengen des Komplements sehr verschieden sind. Wahrend 
ein komplementreicher Malzextrakt imstande ist, die bei der Reaktion 
gebildeten Grenzdextrine anzugreifen und in Maltose umzusetzen, wird 
ein komplementarmer Malzextrakt dies nicht tun kénnen und daher das 
Bild des ,,Grenzabbaues* liefern. Bei diesem ,,Grenzabbau* entstehen 
ungefahr 4 Teile Maltose auf 1 Teil Grenzdextrin, die erstere aus der Amylose, 
das letztere neben Maltose aus dem Amylopektin des Starkekorns. Auf 
diese Weise trachtet er seine spiteren Untersuchungen seinen friiheren 
anzugliedern. Manches mu8 natiirlich erst noch bestatigt werden. 

In der folgenden Untersuchung hatten wir uns das Ziel gesetzt, 
nachzupriifen, ob beim diastatischen Starkeabbau 100 Proz. Maltose 
iiberhaupt gebildet werden kann und welcher Wert den gefundenen 
Reduktionszahlen als Kennzeichen fiir die Maltosebildung zuerkannt 
werden darf; iiberdies wollten wir soweit als méglich den Zusammen- 
hang feststellen zwischen den Untersuchungen von Maquenne und 
Pringsheim einerseits und denen von Lintner und Euler andererseits. 


Wir sind namlich der Meinung, da die von vielen Bearbeitern 
angewandte Methode, bei der das gefundene Reduktionsvermégen 
ohne weiteres in Prozenten Maltose ausgedriickt wird, nur dann zu 
richtigen SchluBfolgerungen fiihren kann, wenn die Grenzdextrine 
nicht oder nur auBerst wenig reduzieren. 


Dies ist nun nach Lintner nicht der Fall; die durch ihn isolierten 
und sorgfailtig von Maltose befreiten Grenzdextrine hatten noch ein 
Reduktionsvermégen von 22 Proz., wihrend Pringsheim demgegen- 
iiber angibt, dab die Grenzdextrine nicht oder kaum reduzieren, da sie 
mit den von ihm durch Glycerinabbau aus Amylopektin bereiteten 
nicht reduzierenden Trihexosan identisch seien. 


Wir hielten es also fiir angezeigt, nach einer anderen Methode 
zu suchen und uns soviel als méglich von der Reduktionsmethode 
unabhangig zu machen. Eine solche Methode glauben wir in der von 
Lintner zuerst angewandten und durch uns abgeanderten Pyridin- 
Alkohol-trennung gefunden zu haben. Das Reaktionsprodukt des dia- 
statischen Abbaues wird im Vakuum eingedampft und die Konzentra- 
tion so lange fortgesetzt, bis das Gemisch von Zucker und Dextrinen 
als ein trockenes, leicht zu verarbeitendes Pulver erhalten wird: die 
amorphe Substanz kann nétigenfalls tiber P,O; nachgetrocknet werden. 
Sie wird hierauf in einer kleinen Menge Pyridin vollstandig aufgelist 
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und die erhaltene Lésung in 96proz. Alkohoi gegossen. Es entsteht 
dabei ein Niederschlag, der leicht isoliert und untersucht werden kann 

Zuvor hatten wir uns davon iiberzeugt, daB eine in die gleiche 
Menge Alkohol gegossene Lésung von Maltose in Pyridin keinen Nieder- 
schlag gab. Der Niederschlag, der beim Verarbeiten des Reaktions- 
produktes entstand, konnte daher ausschlieBlich durch die Dextrine 
verursacht worden sein. 

Durch diese Arbeitsweise wird die von Lintner angewandte Ver- 
garung des Reaktionsproduktes samt allen damit verbundenen Nach- 
teilen vermieden und ein klares Bild der Dextrinbildung erhalten. 

Andererseits zieht auch diese Arbeitsweise zweifellos Schwierigkeiten 
nach sich. Dazu rechnen wir in erster Linie den schwach basischen Charakter 
des Pyridins, wodurch chemische Verainderungen der entstandenen Zucker. 
die besonders bei Rotationsmessungen zu unrichtigen Auffassungen fiihren 
kénnen'), sicher nicht zu den Unmédglichkeiten gehéren. Mit Hilfe des 
Drehungsvermégens ausgefiihrte Analysen haben wir denn auch nach 
Méglichkeit vermieden. In zweiter Linie erwahnen wir die Méglichkeit 
der Bildung von Doppelverbindungen von Zuckern mit Pyridin, wie sie 
von Behrend *) fiir Glucose beschrieben worden sind. Bei den Beobachtungen 
muBte darauf auch sorgfiltig Bedacht genommen werden. 

Anfanglich meinten wir, daB es geniigte, den Dextrinniederschlag 
abzufiltrieren und zu wiagen, nachdem er durch Trocknen im Vakuum 
vom Pyridin befreit worden war; es zeigte sich jedoch, daB diese Nieder- 
schlage noch viel Maltose festhalten, was nicht zu verwundern ist, da es 
sich hier ausschlieBlich um eine Ausflockung eines Organokolloids handelt. 
Es war daher notwendig, das Produkt durch wiederholtes Auflésen 
und Fillen zu reinigen. Im allgemeinen erwies sich das Reduktions- 
vermégen des Dextrins nach dreimaliger Wiederausfallung als konstant, 
so daf wir annehmen durften, daB es maltosefrei war. 


Verzuckerung bei 55°C. 
Ausgangsstoff: 2 proz. Lintnerstarke. 
Malzextrakt bereitet aus Brennereimalz der Niederlindischen Hefe- 
und Spiritusfabrik in Delft. 
Verzuckerungsdauer: 24 Stunden. 
Reduktionsvermégen der. verzuckerten Lésung  (ausgedriickt — in 
Prozenten Maltose): 81,9. 
Polarisation der verzuckerten Lésung (ausgedriickt in Prozenten 
Maltose): 103,3. 
Abgeschiedene Dextrine: 


A Pie we we Re 33.00 

Bi, ates it, eee ina 

° > = 9 « 

Set ee Ren = 12,60 vittotwert 12,9 
4 99 Ry 13,20 


!) J. Groot, diese Zeitschr. 146, 72, 1924. 
2) Ann. 877, 220, 1910. 
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Diese Dextrine gaben bei neuerlicher Bearbeitung keine weitere Ab- 
nahme des Reduktionsvermégens, wir betrachteten sie daher als maltose- 
freie Grenzdextrine. 

Verzuckerung bei 45° C. 

Ausgangsstoff: 2 proz. Lintnerstirke. 

Malzextrakt: Wie oben. 

Verzuckerungsdauer: 48 Stunden. 


Abgeschiedene Dextrine: 


l. Filleme....«.« kw 38 
2. ia i 2 « © “Je oe 
3. Pet —soemee 13,7 
4. * 25) a oe 13,1 
5. -™ eee 13,2 


Verzuckerung bei 39 C. 
Ausgangsstoff: 2 proz. Lintnerstirke; py = 5,6 (Phosphatpuffer). 
Malzextrakt: Wie oben. 





Verzuckerungsdauer R,, in Proz. Maltose 
in Stunden ausgedrickt 
2"/. 75,6 
S 80,9 
48 84.4 
112 83.6 


Um aus diesen Daten den wirklichen Maltosegehalt der verzuckerten 
Flissigkeit zu finden, muBten wir zur folgenden Berechnung unsere 
Zuflucht nehmen: 

Bezeichnen wir den Prozentgehalt an Maltose, die bei der Reaktion 
gebildet wird, mit x; dann wird die Menge Dextrine dargestellt durch 
100 — x. Ferner sei das nach Ablauf der Verzuckerung im Reaktions- 
produkt bestimmte Reduktionsvermégen R,, das der abgeschiedenen 
Dextrine nach oben beschriebener Reinigung R,; dann diirfen wir 
annehmen, dab: 


x 100 — x 
100° 1 + F609 -R, = B,, 
da das Reduktionsvermégen von Maltose 100 ist, oder: 
x= 100- ~ fea. J 
100 —R 


g 


Wenden wir diese Formel nun auf obenstehendes Beispiel an, so 
finden wir: 
zx = 79,3 Proz. 


Die fiir das den Dextrinen zukommende Reduktionsvermégen 
anzubringende Korrektur betragt also 2,6 Proz., es werden in Wirklich- 
keit anstatt 82 Proz. nur 79 Proz. Maltose gebildet. 
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Bei einem anderen Versuch wurden die folgenden Werte erhalten 


Verzuckerungstemperatur: 45°. 

Verzuckerungsdauer: 48 Stunden. 

Ausgangsstoff: 12,5 g lésliche Starke mit einem Wassergehalt von 
17,2 Proz., 10,344 g wasserfreier Substanz entsprechend. 

Malzextrakt bereitet durch kalte Extraktion von Malz der Nieder- 
landischen Hefe- und Spiritusfabrik, 10g Malz pro 100 cem Wasser. Die 
Starke wurde zu ¥% Liter aufgelést und in vier Kélbchen je 100 cem ab 
pipettiert. Zu jedem Kélbchen wurde 1 ccm Malzextrakt hinzugefiigt. 
In jedem Kélbchen Fliissigkeitsvolumen 101 cem. 

Wenn wir anniherungsweise eine Umsetzung bis zu 80 Proz. 
Maltose annehmen, so kann per Kélbchen entstehen: 

339 
2,069 - 25, = 2.167 ¢ 
an Reaktionsprodukt. Gefunden wurde fiir das Reduktionsvermégen 
und das Drehungsvermégen nach Korrektur fiir den hinzugefiigten 


Malzextrakt: 





Kélbchen- R,, (korrigiert) r (korrigiert) 


Nr. Ventzke-Skala 
] 83.6 + 18,1 

2 84.9 18,2 

3 83.6 18.0 

4 85,4 18,1 


Die dritte Spalte gibt das korrigierte Drehungsvermégen an, 
gemessen in einer 2dm langen Roéhre und ausgedriickt in Teilen der 
Ventzke-Skala. 

Aus dem Mittelwert dieser Spalte folgt fiir das [a];) des Reaktions- 
produktes : 

180.0347. 101 _ 145.6. 
2. 2,167 

Fiir das Reduktionsvermégen und die spezifische Drehung des 
zweimal aus Pyridin und einmal aus Wasser umgefillten Grenzdextrins 
wurde gefunden: 


R,, = 12,73 
[a]? = 178.5. 


Wenden wir nun obenstehende Formel auf das Reduktionsver- 
mégen an, dann finden wir fiir den wirklichen Maltosegehalt 82,1 Proz. 
und fiir den wirklichen Dextringehalt 17,9 Proz. Wir kénnen nun 
diese Werte in eine analoge Formel fiir die Drehung einfiihren und 
damit das Drehungsvermégen des Reaktionsproduktes berechnen. 
Wir finden dann fiir das spezifische Drehungsvermégen : 

82.1 17,9 


100° 138.1 + 100” 178 5 = 145.3 
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ein Wert, der vollkommen mit der experimentell gefundenen Zahl 
iibereinstimmt. 

Diese Berechnung stimmt natiirlich nur dann, wenn die Reaktion 
nach dem Schema: 

(CH, 05), + H,O — C,,H,,0,, + Grenzdextrin 
verlauft. Werden bei dem ProzeB noch andere Zucker, z. B. Glucose, 
gebildet, so kann man zu unrichtigen Schlubfolgerungen kommen. 

Wir haben deshalb das pyridinhaltige Filtrat, das nach der Ab- 
scheidung der Dextrine iibrigblieb, einer naheren Untersuchung unter- 
worfen. 

Aus diesem Filtrat muBten dazu erst das Pyridin und der Alkohol 
entfernt werden. Dies ist uns nur durch Destillation mit Wasserdampf 
gelungen, andere von uns versuchte Methoden lieferten keine be- 
friedigenden Ergebnisse. Es ist nicht zu leugnen, daBb diese Dampf- 
destillation im Hinblick auf den schwach alkalischen Charakter des 
Pyridins Bedenken unterliegt, was auch aus den hier folgenden Zahlen 
deutlich hervorgeht. Wir fiihren diese Zahlen gleichwohl an, weil wir 
meinen, daB infolge der verhaltnismaBig sehr niedrigen Pyridinkonzen- 
tration der EinfluB nicht so groB ist, daB aus den gefundenen Werten 
nicht ein Einblick in die Verhaltnisse des Filtrats gewonnen werden kann. 

Gefunden wurde fiir das erste Filtrat, d.i. das Filtrat, aus dem 
die Dextrine mit einer Reduktionszahl 33 abgesondert worden waren: 

Volumen 1100 cem, Drehung = + 4,2 Ventzke-Skala 
Ry» (per 5cem):5,0cem n/10 Na,S,O,; 
woraus ein Maltosegehalt folgt: 
polarimetrisch: 5820 mg, reduktometrisch: 5940 mg. 

Zu erwarten wire, daB infolge des In-Lésung-Gehens einer Spur 
von Dextrin der reduktometrisch erhaltene Wert niedriger sein miiBte 
als der auf polarimetrischem Wege gefundene; da dies nicht der Fall 
ist, deutet darauf hin, daB das Pyridin die Fraktion nicht unverindert 
gelassen hat. Die Abweichungen sind aber nicht derart, da sie durch 
Beimengung von erheblichen Mengen Glucose verursacht sein kénnen, 
um so mehr, als die Verminderung der spezifischen Drehung gerade 
durch das Pyridin sehr begiinstigt wird, wie aus untenstehenden Zahlen 
hervorgeht?). 

EinfluB von Pyridin auf Maltose. 


A. In der Kialte: Aufgelist etwa 2g Maltose in 200cem Wasser, 
5 Proz. Pyridin enthaltend: 


Drehung sofort... .. . . . 6,75 Ventzke-Skala 
noon 3 Tae « «+ + « OF 
es x a 6 


1) J. Groot, |. ¢. 
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B. In der Wirme: Eine gleiche Lésung: 


Drehung vor Erwarmung. . + 6,7 Ventzke-Skala 
fe nach % Stunde. . + 5,6 
1% Stunden . + 4,8 


” ” 2 


Diese Lésung wurde titriert: 





Wiasserige Lésung Pyridinhaltige Losung 
reduktometrisch . 1784 1758 
polarimetrisch . , 1708 1683 


Die Abweichung liegt in derselben Richtung wie in unserem Falle. 

Es zeigte sich ferner, daB die Kristallisierbarkeit in diesen Fallen 
nicht beeinfluBt wird, die vom Pyridin befreiten Filtrate kristallisierten 
alle sehr leicht. 

Wir haben diese Untersuchung mehrmals mit verschiedenen uns 
von der Niederlandischen Hefe- und Spiritusfabrik zur Verfiigung 
gestellten Malzsorten wiederholt und haben bei Anwendung der oben 
beschriebenen Trennung dabei immer ausgiebige Niederschlige er- 
halten, die bei weiterer Behandlung auf ein Grenzdextrin mit einem 
R,», = 13 verarbeitet werden konnten. 

Wir glauben daher zusammenfassend sagen zu diirfen, dab bei 
Verwendung dieser Malzsorten neben Maltose eine bestimmte Gruppe 
von Grenzdextrinen bzw. ein bestimmtes Grenzdextrin gebildet wird, 
so dab die Umsetzung in Maltose nicht quantitativ durchzusetzen ist. 
Diese Ergebnisse stimmen also mit denen von Lintner iiberein. 

Auf die Eigenschaften dieser Grenzdextrine gedenken wir in einer 
spateren Ver6ffentlichung zuriickzukommen. Vorlaiufig méchten wir 
bemerken, daB sie ultrafiltrierbar sind, von Sauren schwer angegriffen 
werden (schwerer als Maltose) und weder durch Malzextrakt der Nieder- 
landischen Hefe- und Spiritusfabrik, noch durch Diastasepraparate 
von Merck, Kahlhaum und Poulenc zu Maltose abgebaut werden. Auch 
die nach Willstdtter aus Hefe bereitete Maltase spaltet diese Dextrine 
nicht. 

3,0952 g Dextrin, aufgelost zu 100ccm, py = 6,8. 25 cem dieser 
Lésung + leem Maltase gaben eine Anfangsdrehung + 25,25 Ventzke- 
Skala, nach 1 Stunde bei 30°C + 25,30, nach 3 Stunden + 25,25. 

Zum Vergleich lieBen wir dieselbe Maltase auf eine Maltoselésung 
einwirken, die 0,784 g Maltose auf 25cecm und lcem Maltase enthielt. 
Anfangsdrehung -++ 24,0, nach 1 Stunde 19,6, nach 3 Stunden 15. 

Nach den Untersuchungen von Pringsheim kann bei Anwendung 
besonderer Malzsorten ein betrachtlich héheres Reduktionsvermégen 
bei der Verzuckerung erhalten werden. Es war daher von Interesse, 
unsere Methode auch auf die Reaktionsprodukte dieser Verzuckerungen 
anzuwenden. Wir sprechen hiermit Herrn Prof. Pringsheim unseren 
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Dank fiir die Zusendung seines Malzes aus, wodurch er es uns ermoglichte, 
diese Versuche auszufiihren. 

Es zeigte sich alsbald, dab der Charakter der Verzuckerungen bei 
Gebrauch dieser Malzsorten ein ganz anderer ist. Es wurden nicht nur 
betrachtlich héhere Reduktionszahlen gefunden, sondern iiberdies 
sehr bedeutend verminderte Dextrinniederschlage erhalten. Auch 
die Kristallisationsverzégerungen im Reaktionsprodukt traten nicht 
mehr in dem MaBe auf, so daB innerhalb beschrankter Zeit kristallisierte 
Maltose isoliert werden konnte. 

Auch ohne das von Pringsheim angegebene Komplement aus der 
Hefe zu verwenden, gelang es uns, die Umsetzung bis zu einem 2, — 96 
durchzufiihren und dabei einen kristallisierenden Syrup zu erhalten. 

500 cem einer 2 proz. Lésung von léslicher Starke wurden mit Malzextrakt 
..Byk* bei 37° verzuckert. Nach 4 Tagen war die Verzuckerung bis zu 
einem Ry, = 92,3, nach 7 Tagen bis zu einem Ry, = 94,5 fortgeschritten. 
An diesem Tage betrug der polarimetrisch bestimmte Maltosegehalt 
96,8 Proz., so daB der Dextringehalt nur mehr sehr gering sein konnte. 
Mit Hilfe der Pyridinmethode wurden 320mg maltosehaltiges Dextrin 
abgesondert. Bei der weiteren Reinigung durch wiederholte Prazipitation 
aus Pyridin wurde so wenig Dextrin erhalten, daB eine Analyse nicht mehr 
ausfiihrbar war. Bei einem 9 Tage fortgesetzten Versuch wurde mit Leichtig- 
keit ein R, = 95 erreicht, in einem Falle iiberschritten wir sogar den 
Wert von 96 Proz. 

Wir diirfen daher mit Sicherheit annehmen, daB bei der dia- 
statischen Verzuckerung unter besonderen Umstinden die Maltose 
aus der Starke quantitativ gebildet werden kann; dies wird jedoch 
bei den meisten Malzsorten und allen dialysierten Diastasepraparaten 
nicht der Fall sein, nur jene Malzsorten, die reichlich Komplement 
enthalten, werden eine derartige Umsetzung geben kénnen. Wenn 
die Diastase minder komplementhaltig ist, wird die Reaktion in einem 
friiheren Stadium stehen bleiben, nimlich bei etwa 80 Proz. Maltose 
und 20 Proz. Dextrin, da die aus dem Amylopektinanteil gebildeten 
Depolymerisationsprodukte durch komplementarmes Enzym nicht 
angreifbar sind’). 

Der auf Seite 236 berichtete Unterschied in der Auffassung der 
verschiedenen Autoren geht aus den dargelegten Verhaltnissen hervor, 
die Ursache dieser Widerspriiche ist hiermit wohl endgiiltig aufgeklart. 

Das Problem des diastatischen Stairkeabbaues ist damit jedoch 
noch nicht erledigt. Die Grenzprodukte als solche, die Zwischenstadien 
der Reaktion und das Verhalten bei héherer Temperatur sind noch 
ganz ungeniigend studiert und es miissen noch die Zusammenhange 
zwischen den natiirlichen Dextrinen einerseits und den von Pringsheim 


') Pringsheim und Beiser, diese Zeitschr. 148, 336, 1924. 
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und Piclet studierten synthetischen Dextrinen andererseits aufgedeckt 
werden (Amylosenserie von Schardinger, Tri- und Dihexosan von Pictet). 

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, daB sich unsere die Grenz- 
dextrine betreffenden Resultate noch nicht véllig an den von Pringsheim 
fiir dieses Dextrin angenommenen Trihexosantypus anschlieBen. 
Trihexosan reduziert namlich nicht, wie wir uns selbst durch dessen 
Darstellung noch einmal iiberzeugt haben. So lange Pringsheim seinen 
Grenzdextrinen noch ein eigenes Reduktionsvermégen zuerkennt (in 
seiner letzten Abhandlung gibt er an R,, = 7,5) und wir ebenfalls noch 
erheblich reduzierende Grenzdextrine finden, kénnen wir den Zu- 
sammenhang mit dem Trihexosan noch nicht geniigend scharf erkennen. 

Den Zusammenhang zwischen diesen Gruppen zu finden und die 
Irvineschen Methylierungsmethoden auf die natiirlichen Dextrine 
anzuwenden, mu die Aufgabe der weiteren Untersuchung der dia- 
statischen Abbaureaktion bilden. 


Herrn Prof. Dr. H.I. Waterman, in dessen Laboratorium diese 
Untersuchungen ausgefiihrt wurden und der uns mit Rat und Tat zur 
Seite stand, sprechen wir hiermit unseren Dank aus, 








Uber den EinfluS von Lecithin, Cholesterin 
und Cholesterinderivaten auf die tryptische Verdauung. 


Ve mi 
Fr. Standenath. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie in Graz.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1924.) 


Untersuchungen der letzten Zeit!) beschaftigten sich mit dem 
EinfluB von Lecithin und Cholesterin auf die Trypsinwirkung gegen- 
iiber Casein. Bisher unveréffentlichte Versuchsergebnisse, zu denen 
ich vor 2 Jahren im Rahmen einer gréBeren Arbeit*) gekommen war, 
bestatigen und erweitern in gewisser Hinsicht die Befunde Hagitharas. 
Ich bringe sie deshalb auszugsweise zur Kenntnis. 

Die Versuche sind angestellt mit der Verdauungsreaktion nach 
O. Gross, die nach einer schriftlichen Mitteilung dieses Autors gemeinhin 
filschlich als Fuld-Gross-Methode bezeichnet wird, und zwar in jener 
Ausfiihrung, wie sie sich H. Pfeiffer und Jarisch bei der Antitrypsin- 
bestimmung im Serum bewiahrt hat®). Zur Verwendung kam reinstes 
Casein Hammarsten und Trypsin Merck, das im System genau auf 0,3 
eingestellt war, bei einer Temperatur von 37° und einer Verdauungs- 
zeit von einer halben Stunde. 

Untersucht wurden die Lecithinpraparate Lecithol und Lecithin 
(Merck). 

Da diese mit physiologischer Kochsalzlésung trotz langsamer und 
sorgfiltiger Verreibung in einer Achatschale nur eine relativ grobe 
Emulsion geben und somit beim Zusetzen zum System keine gleich- 
maBige Verteilung gewihrleistet wird, wurden sie auBerdem in Methy!l- 
alkohol gelést (0,5 Lecithin in 10 ccm Alkohol ergibt eine klare, gelblich ge- 
firbte Fliissigkeit). Von der Kochsalzemulsion bzw. von der alkoholischen 


1) Z. B. Jitsuichi Hagihara, diese Zeitschr. 144, 482, 1924. 

*) H. Pfeiffer und Fr. Standenath, Zur Kenntnis des Trypsins und 
seines natiirlichen Hemmungskérpers im Serum. Fermentforschung 7, 
H. 1, S. 14. 

3) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 16, 66, 1913. 
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Losung wurden je 0,2 com dem System zugesetzt ; die dabei auftretenden 
Triibungen miissen in den einzelnen Phasen des Versuches stets mit 
jenen der Kontrollreihen (Systemkontrollen ohne Trypsin und Kochsalz- 
kontrollen) verglichen werden. Die endgiiltige Ablesung nach Zu- 
tropfen von Essigsiurealkohol kann infolge der Triibungen nur an der 
Ringbildung und den relativen Triibungsstarken erfolgen. 

Resultat wiederholter Priifungen: Nach einer halben Stunde 37° 
Brutschrank System 0,3 ccm; System + Methylalkohol allein 0,3 ccm ; 
System + NaCl-Lecithinemulsion Ringbildung bis 1,2 cem; System 

NaCl-Lecithinemulsion oberer Anteil nach Absetzenlassen, infolge 
des geringeren Lecithingehaltes Ringbildung bis 0.6cem; System 

Lecithin (bzw. Lecithol), gelést in Methylalkohol, Ringbildung bis 
1,2 com. 

Es fand sich also eine starke Hemmung der tryptischen Verdauung. 

Reihenversuche mit Cholesterin. Dieses wurde, da es in Methyl- 
alkohol sehr schwer léslich ist, in Aceton gelést (0,1 Cholesterin auf 
6 cem Aceton); davon je drei Tropfen zum System. 

Ergebnis: Nach einer halben Stunde 37° System 0,3 ccm; System 
+ Aceton 0,3; System + Cholesterinacetonlésung 0,3.cem, Ring- 
bildung nur im ersten und zweiten Réhrchen, ebenso relativ starkere 
Triibung und Ausflockung des Caseins nach mehreren Stunden bei 
Zimmertemperatur. Also keine Hemmung der Trypsinverdauung 
durch Cholesterin. 

Von Cholesterinestern und anderen Cholesterinderivaten wurden 
in gleicher Weise untersucht: Cholesterylpropionat und _ -oleat; 
Cholesterylbromid und -dibromid; Cholesterylehlorid und -dichlorid ; 
Cholesterylacetat, Nitrocholesterylacetat und Cholesterylather (gelést 
in Aceton, da sehr schwer oder nicht léslich in Methylalkohol); 
auBerdem Cholsiure (gelést in Methylalkohol). Die Praparate 
stammen von H. Fischer, Miinchen und weiland J. Mauthner, Wien. 

Resultat: Nach einer halben Stunde 37° System 0,3 cem; System 

Methylalkohol 0,3, System + Aceton 0,3 cem, System + Aceton- 
lésung simtlicher Ester und Derivate 0,2 oder 0,3 ccm, also wiederum 
keine Hemmung der Trypsinwirkung. Nur Cholsaure (gelést in Methyl- 
alkohol) wegen der sauren Reaktion 0.8 cem. 


Zusammenfassung. 


Lecithin hemmt stark die tryptische Verdauung im GroB-Versuch ; 
Cholesterin und Cholesterinderivate haben keinen EinfluB auf diese. 








Uber den Ammoniakgehalt 
und iiber die Ammoniakbildung im Blute. 11"). 


Von 
J. K. Parnas. 


[Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwow (Lemberg). | 


(Eingegangen am 28, Dezember 1924.) 
(Mit 2 Abbildungen im Text.) 


I. 

In der ersten Mitteilung haben wir eine neue Methode der 
Ammoniakbestimmung im Blute beschrieben und mit Hilfe dieser 
Methode den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Kaninchen- 
blut studiert. Um ein médglichst eindeutiges Bild der Vorgainge und 
ihrer Bedingungen zu erhalten, haben wir uns ausschlieBlich auf Unter- 
suchung einer Tierart beschrankt, und wir haben es auch dement- 
sprechend vermieden, unsere Ergebnisse zu denen anderer Forscher in 
Gegensatz zu bringen, die an anderen Tierarten, mit anderen Methoden 
arbeitend, zu anderen Ergebnissen gelangt sind. Unter solchen Ver- 
schiedenheiten der Ergebnisse sei besonders hervorgehoben, daB Nash 
und Benedict?) am Hundeblut sowie am Rinderblut keine nennenswerte 
Ammoniakbildung beobachten konnten, die in unseren Versuchen am 
Kaninchenblut so deutlich hervortritt*). Bevor Versuche zur Erforschung 
der Herkunft des Blutammoniaks und der Art der ammoniakgebenden 
Substanz sowie zur Lokalisierung der betreffenden Vorginge durch- 
gefiihrt werden, muBten die Widerspriiche zwischen unseren Ergeb- 
nissen und den methodisch zuverlissigen Resultaten anderer Forscher 
aufgeklart werden. Ich habe das Blutammoniak bei anderen Tierarten 
untersucht und teile die Ergebnisse dieser Untersuchung, die recht 
iiberraschend waren, auch aus diesem Grunde mit, weil die am Kaninchen- 
blut gefundenen Verhiltnisse leicht verallgemeinert werden und zu 
falschen Ansichten fiihren kénnten. 


') J. K. Parnas und J. Heller, diese Zeitsehr. 152, 1, 1924. 
2) Journ. of biol. Chem. 58, 463, 1921. 
®) Diese Zeitschr. 152, 15 (FuBnote), 1924. 
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Ich fand bei allen untersuchten Tierarten praformiertes Ammoniak 
und Ammoniakbildung im Blut; in quantitativer Beziehung jedoch 
sehr groBe Unterschiede. Es wurde das Blut von Kaninchen, Hammel, 
Hund, Rind, Schwein, Huhn, Ente, Taube, Pferd sowie Menschenblut 
analysiert. Ein Blick auf die Kurvenbilder (Abb. 1) zeigt, wie grob 
die Unterschiede sind. Man vergleiche etwa das Pferdeblut mit 


mag % NA, Stickstoff 


3} Ente | 


75 _ Marunchen 




















+ Schwein 
a 
+Mernsch 
+ Rind 
> A | 
Pyferd 
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Abb. 1. Ordinaten: Ammoniakgebalt in 100 ccm Blut. Abszissen: Zeit von der Blutentnahme an 
gerechnet. Temperatur: 17°. 


seiner kaum 0,2 mg-Proz. erreichenden Ammoniakbildung mit dem 
Entenblut, in welchem der Ammoniakgehalt in 24 Stunden auf 3 mg-Proz. 
hinaufgeht. Auch beziiglich des Anfangswertes zeigt der Ammoniak- 
gehalt verschiedener Tierarten groBe Verschiedenheiten. Versuche am 
Kaninchen, Menschen, Hund und Hammel, Huhn und Ente sind in 
dieser Beziehung vergleichbar, in allen wurde das Blut aus groBen 
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Venen entnommen und in 1 bis 2 Minuten der Destillation unterworfen. 
Es wurde gefunden: 





Kaninchen Hund tiammel Mensch Huhn Ente Taube 
mg>Proz. mg-Proz. mg-Proz. mgsProz. mg-Proz. mg+Proz. mg-Proz. 
0.025 | 0,075 0.01 0.03 | 0,082 0,13 01 


Fiir das Pferdeblut und Rinderblut mit ihrer sehr tragen Ammoniak- 
bildung ergibt sich, ahnlich wie fiir Hundeblut, durch Extrapolation 
ein hoher Anfangswert von 0,05 bis 0,07 mg-Proz., wahrend das Schweine- 
blut, ahnlich wie Kaninchenblut und Hammelblut mit ihrer lebhafteren 
Ammoniakbildung geringere Anfangswerte (d. h. Ammoniakkonzentra- 
tionen im kreisenden Blut) aufweist. 

Es soll auch noch die Frage der Beziehungen der Ammoniak- 
bildung zum Blutharnstoff in dieser Arbeit beriihrt werden. Wir haben 
festgestellt, dab die Menge des nichtkolloiden Stickstoffs sowie des 
Harnstoffs (mittels Urease bestimmt) infolge der Ammoniakbildung 
im Blut keine Anderung erfahrt. Diese Behauptung wird hier noch 
durch Harnstoffbestimmungen auf gravimetrischem Wege gestiitzt. 
Die Versuche fallen besonders klar aus am Vogelblut, wo z. B. bei 
der Ente der geringe Gehalt von 4,8 mg-Proz. Harnstoffstickstoff . 
unverandert bleibt, wahrend der Ammoniakstickstoffgehalt von 0,1 
auf 3mg-Proz. anwiichst, oder wo im Hihnerblut iiberhaupt kein 
Harnstoff durch Xanthydrol fallbar ist. Uberhaupt ist Harnstoff in 
Blut véllig stabil, und ich habe in keiner Blutart eine Andeutung von 
Ureasewirkung beobachten kénnen. 


Die friiher angewandte Methode wurde mit geringen Abianderungen 
beibehalten. 

Die Alkalisierung des Blutes wird jetzt mittels einer starkeren Borat- 
lésung vorgenommen. Diese Liésungerhilt man durch Auflésen von 12,4 Bor- 
sure (,,fiir Enzymstudien nach Sdrensen**, Kahlbaum) in 110 cem n NaOH; 
es kristallisiert Borat aus und die iiberstehende gesittigte Lisung hat 
eine h = 10-93. 1 cem der Léisung erteilt 2cem Blut diejenige Reaktion, 
welche sowohl fiir die Hemmung der Ammoniakbildung, als fiir die Aus- 
treibung des Ammoniaks als besonders vorteilhaft gefunden wurde, d. h. 
h = 10-92, Bei ihrer Verwendung fallen die Kontrollen (3)'), ganz 
blank aus. ‘ : 

Da ich mich wiederholt davon iiberzeugt habe, welche Fehlerquelle 
die Schwefelabgabe (besonders aus neuen Gummistiicken) bedeutet, habe 
ich noch eine locker gewickelte Silbernetzspirale (5 cm Linge) in die Ver- 
jingung zwischen S und N (I. Mitt., Abb. 1, S. 6, Bd. 152 dieser Zeitschr.) 
eingeschaltet. 


1) Parnas und Heller, |. ¢., 8. 10. 
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Ich unterwerfe in der Regel 2cem Blut der Destillation. Die kolori-. 
metrische Bestimmung des geringen Ammoniakgehaltes im frischen Blute 
wird jetzt auch mittels des Wolffschen Kolorimeters ausgefiihrt; ich ver 
wende Mensuren von 7,5 mm lichter Weite, die, wenn sie hoch aufgefiillt 
sind, auch ohne Schwimmer!) gleichmaBige Gesichtsfelder ergeben. Es 
wird also so verfahren, daB die letzte Kontrolle (1) vor der Bhutdestillation 
aufbewahrt wird; dann, nachdem schon das Blutdestillat mit dem Nessler- 
reagens versetzt worden ist, wird aus der Biirette die Standard-Ammon- 
sulfatlésung so weit zur aufbewahrten Kontrolle (1) zugesetzt, bis ihr 
Farbton dem des Destillats entspricht. Dann wird erst der Vergleich im 
Kolorimeter durchgefiihrt. Wenn zur Kontrolle (1) » cem einer Standard- 
lésung hinzugefiigt werden muBten, die 0,002 mg Ammoniakstickstoft 
im Kubikzentimeter enthalt, um Farbengleichheit mit dem Destillat aus 
2cem Blut zu erzielen, so enthalt das Blut n/10 mg Ammoniakstickstoft 
in 100 cem; ist Farbgleichheit erzielt worden, wenn diese Standardlésung 
auf m/100 abgelassen worden ist, so enthalt das Blut m.n/1000 mg in 
100 cem, 

Als Standardlésung fiir den kolorimetrischen Vergleich verwende ich 
eine Ammonsulfatlésung, welche durch Zusatz von einer sehr kleiner 
Menge HgCl,*) konserviert wird. Man vermeidet so die Stérungen durch 
den triibenden Toluolzusatz. Es werden Standardlésungen mit 0,01 und 
mit 0,002 mg NH,-Stickstoff im Kubikzentimeter verwendet. Daneben 
werden fiir die Kontrollen (4) ebensolche Lésungen mit Toluolzusatz ohne 
Quecksilbersalz bereitgehalten, da aus quecksilberhaltigen Lésungen da-~ 
Ammoniak bei Destillation nicht vollstindig entweicht. 

In der gegenwirtigen Gestalt der Methode, d. h. bei Anwendung 
von 2cem Bhut, der gesittigten Boratlésung, weiterer Sicherung durch 
Silberspiralen und kolorimetrischem Vergleich ungetriibter Fliissigkeiten, 
erlangt man einen hohen Grad von Sicherheit in der Abschaitzung der 
zweiten Dezimale der Milligramme pro 100cem Blut. Man erhalt auch 
nunmehr ganz verschiedene Werte fiir den Ammoniakgehalt des frischen 
(1 bis 2 Minuten nach der Entnahme) Jugularisblutes verschiedener Tier- 
arten, was noch vor kurzer Zeit auBerhalb der Méglichkeiten der vorhandenet 
analytischen Methoden erschien. 

Was die Reinigung des Apparates betrifft, so habe ich auf die auto- 
matische Entleerung und Reinigung des Destillierkolbens verzichtet, dir 
bei seiner Verwendung fiir die Destillation nach Kjeldahl bequem ist; 
er wird nach beendeten Destillationen von Kihler, Trichter und Hahn 
gelést, die Silberspiralen herausgenommen und der Inhalt mit Leitungs- 
wasser ausgespiilt; dies nimmt nur wenige Minuten in Anspruch. 

In allen hier mitgeteilten Versuchen wurde das Blut — sofern nicht 
anderes bemerkt — im Wasserbade von 17° gehalten. 

Da bei dieser Temperatur die Ammoniakbildung langsam und iiber 
viele Stunden ganz gleichmaéBig verliuft, so ist auch in Fallen, wo man 
das Blut von groBen Schlachttieren nicht sofort verarbeiten kann, die 
Extrapolation des Anfangswertes méglich, wenn man nur den Moment 
der Blutentnahme kennt. 


') G. u. H. Kruess, Kolorimetrie. 2. Aufl., 8. 13. 
2) 0.15 g¢ HgCl, in 1 Liter der starkeren, 0,03 g HgCl, in L Liter der 
schwiacheren Standardlésung. 
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Den Wert der in der vorhergehenden Mitteilung angegebenen Kontroll- 
proben') konnte ich im Verlauf dieser Arbeit voll einschatzen lernen. Sie 
lieBen keinen Zweifel dariiber, daB die so sehr abweichenden Befunde an 
verschiedenen Blutarten reelle Bedeutung haben. 

Einige Versuche haben sich bis auf 170 Stunden erstreckt. Der Verlauf 
des Ammoniakgehaltes zeigt in diesen Versuchen aufs deutlichste, dab 
weder auBere Ammoniakzufuhr, noch bakterielle Zersetzungen von Eiweib- 
kérpern, Harnstoff und dergleichen bei der Ammoniakbildung im Blute 
mitwirkt. Der maximale Ammoniakgehalt bleibt tagelang konstant. 

In einigen Versuchen sind die Werte des maximalen Ammoniak- 
gehaltes, da die Ammoniakbildung sehr langsam verliuft, in der Weise 
ermittelt worden, daB das Blut bei 40° gehalten wurde. Man erreicht dann 
in wenigen Stunden den Ammoniakgehalt, der sich bei 17° erst in Tagen 
entwickelt. 

Die Harnstoffbestimmung nach Fosse*), die an Eleganz und Exaktheit 
unter den biochemischen Methoden kaum ihresgleichen hat, ist bekanntlich 
von M. Nicloux und G. Welter*) fiir kleine Blutmengen unter An- 
wendung der mikrochemischen Wage — ausgearbeitet worden. Ich folgte 
im wesentlichen der Methode von Nicloux und Welter und konnte mich 
davon iiberzeugen, daB das von Fosse und diesen Autoren fiir die Ent- 
eiweiBung angewandte Reagens nach Tanret besonders geeignet ist; es 
erwies sich nicht miéglich, die Bestimmung als Xanthylharnstoff mit der 
EnteiweiBung durch Wolframsiéure nach Folin und Wu zu kombinieren. 
Ich verdiinne aber nicht so stark wie Nicloux und Welter. 

2cem Blut werden durch 6 ccm Wasser, das mit Xanthylharnstoff 
gesiittigt ist, himolysiert, 2cem Tanretsches Reagens hinzugefiigt, nach 
einigen Minuten filtriert; vom Filtrat werden 4 cem pipettiert, mit 4 cem 
mit Xanthylharnstoff gesittigtem Eisessig versetzt und 0,4eem 5proz. 
Xanthydrol*) in Methylalkohol versetzt. Nach 1 Stunde wird der kristal- 
lisierte Niederschlag filtriert, mit Methylalkohol und Wasser (beide mit 
Xanthylharnstoff gesattigt) gewaschen (zum SchluB mit wenigen Tropfen 
reinen Methvlalkohols), im geheizten Vakuumexsikkator bei 100° getrocknet 
und gewogen. 

Fiir die Filtration und Wiagung hat sich mir ein neues Filtriergerit 
sehr gut bewiihrt, welches Schott u. Gen, Jena, auf meinen Vorschlag ent- 
gegenkommend angefertigt haben®). Es ist ein sehr leichter, kleiner Tiegel 
mit diinner, dichter Filterplatte aus gesintertem Glas, der in besonderer 
Weise beim Filtrieren montiert wird. Die Goochtiegel nach Schott u. Gen. 
haben einen unter der Filterplatte vorstehenden Rand; man kann sie sehr 
bequem verwenden, wenn man diesen Rand eben und glatt abschleift 
und sie dann einfach auf den Stopfen der Saugflasche stellt, durch dessen 
Offnung man ein Stiick Glasrohr durchfiihrt. Sie saugen sich dann an dem 
Stopfen fest und man braucht weder VorstoB noch Gummimanschette. 


1) Diese Zeitschr. 152, 10, 1924. 

2) Fosse, Robyn, Francois, C.r. 159, 367, 1914. 

8) Ebendaselbst 173, 1490, 1921. 

*) Siehe die ausgezeichnete Vorschrift fiir die Darstellung. Werner, 
Chemistry of Urea, 8. 183. London 1923. 

5) Unter der Bezeichnung 63 a. G. 1/< 7. 
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In der gleichen Weise kann man die neuen Filtertiegel verwenden, die 
in halber GréBe hier abgebildet sind. Sie wiegen 4g und sind so 
wenig hygroskopisch, daB ihr Gewicht, wenn sie aus dem Exsikkator heraus- 
genommen werden, in 1 Stunde weniger als '/,9,mg zunimmt. Wenn 
hygroskopische Substanzen gewogen werden sollen, so werden die Tiege] 
in Wageglischen gewogen, welche Schott u. Gen. in passender GréBe an- 
fertigen; Tiegel mit Wageglas wiegt etwa 10g. Man schleift den Tiegel an 
seinem unteren Rande auf Schmirgelpapier so ab, daB er 
héchstens | mg iiber eine ganze Zah! von Zentigrammen 
: wiegt, und hat dann Spielraum fiir Differenzwagungen 
p=] — lege mit dem Reiter. Das Arbeiten gestaltet sich sehr 
sauber und bequem. Der Tiegel wird auf den Stopfen 
der Absaugflasche gestellt, die zu filtrierende Fliissig- 
keit eingefiillt, dann der Hahn zum Vakuum gedéffnet; 
die Filtration erfolgt auf der groBen Platte sehr schnell; 
dann wird gewaschen und zuletzt der Tiegel einfach 
abgehoben und in den Exsikkator oder Trockenschrank 
gestellt. Es kénnen mehrere Filtrationen von Xanthy!- 
harnstoff ohne Entfernung der vorherigen Portionen 
vorgenommen werden; nahert sich das Gewicht des 
Niederschlages auf dem Filter 1 cg, so daB man nicht 
mehr mit der Wigung mittels Reiters auskommen 
wiirde, so wird der Tiegel durch AufgieBen von 
Chromséure-Schwefelsiure iiber Nacht gereinigt, dann mit Wasser ge- 
waschen, getrocknet und ist wieder verwendungsfihig. 





























Abb. 2. 


Es wurden folgende Werte in 100 cem frischen Blutes gefunden: 





Kaninchen Pterd Huhn Ente 
Harnstoff-N .... 214 30,06 0 5,5, 5,5 
Nach 24 Stunden 
Harnstofi-N ... | 21,1, 21,75 30,08 0 5.2, 4.9 
mg Ammoniak-N . , 1,47 02 06 3.2 
Ill. 


Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle | sowie in den Kurven 
(Abb. 1) zusammengestellt. 

Blutproben von Kaninchen, Hahn, Ente, Hammel wurden von 
gesunden, gefiitterten, ausgewachsenen Tieren aus der Vena jugularis 
ext. entnommen und sofort verarbeitet. Das Hundeblut war Carotis- 
blut von einem aus schwacher Athernarkose erwachten Tier.. Das 
Schweine-, Rinder- und Pferdeblut wurde vom Schlachthaus geholt; es 
war Herzblut bzw. Aortablut von betaubten gesunden Tieren. Das 
Menschenblut war aus der Vena cubitalis eines 30jahrigen gesunden 
Mannes durch die Nadel entnommen. 

' Es sei nebenbei bemerkt, daB das Hammelblut bei der Destillation 
in lastiger Weise schiumt und daB die Ammoniakbestimmung in dieser 
Blutart Aufmerksamkeit und Geduld erfordert. Auch Rinderblut 
schiumt, doch stért diese Eigenschaft viel weniger. 
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Tabelle I. 





aa Blots mg Ammoniakstickstoff in 100 ccm Blut 


entnahme : 

; Kaninchen Pferd Huhn Mensch Schaf Schwein Rind Hund Ente 

Minuten 
1 0.03 — — 0.03 0.01 _— —_— 


— | 0,082 ‘ : 0.13 


3 ae a)O0,075 
: b) 0,090 
45 0,125 — _ — - - - 
60 _- 015 — —- — 
90 — — 0,125 _- — - — 
165 — 0.05 — — — — a) 0,090 
200 —_ : — O15 - 0.072"" 
240 ~ — — — O07 
390 — — -~- — O15 — -— 
480 — o— - - — 0.098 
1200 a — |Oeee) - a ' b) 3,38 
1320 —j- : _ 
1380 — —_- —_ - 
“eo | iste | -—- | — 
1530 — 
1620 --- - - — 
1800 —- = - -— 
2940 an a | O98 
4200 —- - _ 1360C— - — --- —~ 
4300 — — 13 — O50 _ — 
4700 — — - ~ -- 1.6 — - 
4800 -— 0,207 — - — — — — 
5200 —- —_ a pa 2 A : 
5800 — -_ — — 1,25 O71 
10000 — - _- —- 1,26 
*) Es ist in diesem Falle nicht sicher, ob der héhere Antangsgehalt nicht durch Ver- 
unreinigung durch die Schlachthausluft bedingt ist. **) Bis dahin bei 0°C gehalten. 


0,24 — - 


bo te 


Die Versuche, welche sich auf die Ammoniakbildung bei héherer 
Temperatur beziehen, sind in Tabelle II enthalten. 


Pabelle 11. 





Zeit seit der 
* RBlutentnahme 


Temperatur mg Ammoniakstickstoff in 100 com Blut 


Minuten °C Kaninchen  Pterd Huhn Schwein Hund Ente 
120 40 - — 1,2 - -- 
240 40 -— | = 1.53 . 

270 40 - —_ 1,28 - 

360 40 — 0.126 os - 

1000 40 - . 1.68 O71 . 

1200 40 1,9 ~~ 3.35 
IV. 


Zu den mitgeteilten Zahlen ist, bei dem Stand unserer Kenntnisse 
in dieser Frage, vorlaufig nicht viel zu bemerken. Besonders gern stelle 


17* 
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ich fest, dab ein Widerspruch zwischen den Beobachtungen von 
Nash und Benedict') und den hier mitgeteilten Zahlen nicht besteht 
Dagegen mul} ich die verséhnliche Stellungnahme?) gegeniiber den- 
jenigen friiheren Untersuchungen, in welchen hohe Ammoniakwerte 
gefunden wurden, teilweise zuriicknehmen. Wir glaubten nach den 
Erfahrungen am Kaninchenblut, daB in jenen Arbeiten die endogene 
Ammoniakbildung im Blute die einzige Fehlerquelle war; nachdem 
sich herausgestellt hat, daB die meisten Tiere eine viel schwachere 
Ammoniakbildung im Blute haben, als das Kaninchen, muB ich, mit 
O. Folin®), an eine Verschleppung des Ammoniaks mit den angewandten 
Reagenzien glauben®*). 

Wihrend der Drucklegung der ersten Mitteilung ist eine Ab- 
handlung von Henriques und Gottlieb®) erschienen, die der Blutammoniak- 
frage gewidmet ist. Die Autoren gelangen auf Grund neuer, nach dem 
Durchliiftungsverfahren durchgefiihrter Versuche zu dem SchluB, dab 
im Venenblut von Hunden und Ziegen wahrscheinlich iiberhaupt kein 
Ammoniak enthalten ist. Ich kann diesem SchluB nicht beipflichten ; 
ich bin vielmehr der Ansicht, daB zwar nach der Tierart sehr variable, 
aber fiir jede Tierart und den Ernahrungszustand des Individuums 
bestimmte Ammoniakmengen im Blut enthalten sind; noch charakte- 
ristischer als der aktuelle Ammoniakgehalt scheint jedoch der Gehalt an 
der ammoniakbildenden Substanz zu sein, der jedoch erst durch 
weitere Untersuchungen kennenzulernen sein wird. 


V. Zusammenfassung. 

AnschlieBend an die erste Mitteilung werden weitere Angaben 
iiber die Methode der Ammoniakbestimmung im Blute mitgeteilt; es 
werden ferner iiber Harnstoffbestimmungen im Blute nach dem Ver- 
fahren von Fosse, Nicloux, Welter, sowie die Verwendung eines neuen 
Filtriergerats, Erfahrungen angegeben. 

Es wird der Ammoniakgehalt sowie die Ammoniakbildung im 
Blute verschiedener Tierarten (Pferd, Rind, Schwein, Hund, Huhn. 
inte, Hammel, Mensch) untersucht. 

Es wird ein sehr verschiedenartiges Verhalten der verschiedenen 
Blutarten in bezug auf Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung be- 
schrieben. Der Ammoniakgehalt im Blute von Huhn, Ente, Taube 


1) Journ. of biol. Chem. 48, 463, 1921. 

2) Diese Zeitschrift 152, 25, 1924. 

3) Physiol. Rev. 2, 467, 1922. 

*) Vor allem scheinen mir die so wohliiberlegten und miihevollen 
Untersuchungen am Hundeblut von Medwedew (Zeitschr. f. physiol. Chem. 
72, 410, 1911) durch solche Fehlerquellen jedes reellen Wertes beraubt. 

5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 255, 1924. 
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ist etwa zehnmal héher als im Hammelblut. Der Wert, welchen der 
Ammoniakgehalt nach Zersetzung der ammoniakbildenden Substanz 
im Kaninchenblut erreicht, ist neunmal, im Entenblut 15mal héher 
als im Pferdeblut. 

Es wird durch gravimetrische Harnstoffbestimmungen (besonders 
am Vogelblut) dargetan, daB die beobachtete Ammoniakbildung keiner 


Harnstoffzersetzung entspricht. 











Weitere Untersuchungen 
iiber die Pharmakologie der Gallensekretion. 


Von 
Emil Stransky. 


(Aus dem pharmakologisch-pharmakognostischen Institut der deutschen 
Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 29. Dezember 1924.) 


Dal und warum die reichhaltige altere Literatur tiber die Pharma- 
kologie der Gallensekretion keine brauchbaren Ergebnisse geliefert 
hat, habe ich in einer vorangehenden Studie iiber die Wirkung von 
Salzen auf die Gallensekretion') einleitend dargelegt. Eine eingehende 
Besprechung dieser alteren Arbeiten®) kann daher fiiglich unterbleiben, 
und es wird geniigen, das Einschlagige bei den Berichten iiber die von 
mir selbst beobachteten Wirkungen von Substanzen anzufiihren. 

Der Gegenstand ist aber neuerdings wieder von mehreren Autoren 
behandelt worden, so von Rost, Okada, E. Neubauer, Pohl, Alpern. 
Adachi, Specht, Brugsch und Horsters, Petroff*). Wie die Altere 
Literatur, zeigen aber auch die Berichte iiber diese neueren Arbeiten 
weitgehende Widerspriiche untereinander hinsichtlich vieler beob- 
achteter Substanzwirkungen. Man kann zwei Gruppen innerhall, 
der neueren Literatur unterscheiden, wobei die Fehlerquelle der alteren 
Versuche, welche in der Anwesenheit der Gallenblase gelegen war. 
durchgehends vermieden erscheint. Die grébere Gruppe der Autoren 


1) Stransky, diese Zeitschr. 148, 438, 1923. 

2) Siehe besonders bei Winogradow, Engelmanns Arch. f. Physiol. 
1908, S. 313. 

3) Rost, Mitt. a. d. Grenzgeb. 26, 710, 1913; Okada, Journ. of Phys. 
49, 457, 1914; EB. Neubauer, diese Zeitschr. 109, 82, 1920; 130, 556, 1922: 
146, 480, 1924; Kliwo 8, 883, 1924; Pohl, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 
30, 423, 1922; Alpern, diese Zeitschr. 187, 507, 1923; Adachi, ebendaselbst 
140, 185, 1923; Specht, Bruns Beitr. 128, 249, 1923; 129, 483, 1923; Brugsch 
und Horsters, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 38, 367, 1923; 48, 517, 1924; 
Kliwo 2, 1538, 1923; Med. Klin. 1924. 8S. 661; Petroff, Zeitschr. f. d. ges. 
exper. Med. 48, 284, 1924. 
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bediente sich der alten, sozusagen klassischen Methode der permanenten 
Gallenfistel beim Hunde, nur wenige Autoren (Neubauer, Pohl, 
Petroff und ich) arbeiteten an den zuerst von Biirker') als fiir Gallen- 
versuche besonders geeignet befundenen Kaninchen im akuten Versuch. 
Was ich in der ersten Mitteilung (l.c.) zur Frage der Methodik aus- 
gefiihrt habe, gilt naturgemaB auch fiir die neueren Arbeiten. Soweit 
sie mit permanenten Fisteln ausgefiihrt sind, unterliegen sie der gleichen 
Kritik wie die alteren Arbeiten, und ihre Ergebnisse lassen sich mit 
denen der zweiten Gruppe — akute Fistel an Kaninchen — nicht direkt 
vergleichen, wobei jedoch die Verschiedenheit der Tierart meiner 
Ansicht nach kaum als prinzipiell bedeutungsvoll in Frage kommt?). 
Wie sehr das, was der ilteren Literatur mit Ausnahme der Arbeiten 
von Rutherford*®) (akute Choledochusfistel bei abgebundener Gallen- 
blase beim Hunde) vorgeworfen wurde, auch fiir die neuere Literatur 
gilt, geht wohl am besten aus der Diskrepanz der Ergebnisse verschie- 
dener Autoren mit den gleichen Substanzen bei der gleichen Methodik 
hervor. So fanden z. B. Brugsch und Horsters das Natriumsalz der 
Desoxycholsiure als stark galletreibend, Specht sah keine Wirkung. 
Brugsch sah Abnahme der Gallensekretion nach Novasurol, Specht 
sah keine Wirkung. Specht fand das Natrium salicylicum wirkungslos, 
erst bei groBen toxischen Dosen eine Vermehrung des Gallenflusses, 
Brugsch fand eine Abnahme der Sekretion. Rost konnte im Gegensatz 
zu neuerdings von Okada und Bickel gewonnenen Ergebnissen 
weder von Salzsiiure, noch von Wittepepton eine sichere Anregung 
der Gallensekretion feststellen. Damit ist die Zahl der aufgefundenen 
Widerspriiche aber nichts weniger als erschépft. Wahrend derart 
die Meinung iiber die Wirkung der meisten Pharmaka geteilt ist, 
herrscht nur dariiber Einigkeit, daB 1. die Gallensekretion weit- 
gehend von Nerveneinfliissen unabhingig ist, 2. die Galle und die 
gallensauren Salze sowie ihre Derivate einen GallenfluB erzeugen und 
3. daB den Sekretinen eine férdernde Wirkung zukommt. 

Versucht man, aus dem eingehenden Studium der veréffent- 
lichten Versuchsprotokolle eine Ursache fiir die vielfachen Wider- 


‘) Biirker, Pfliigers Arch. f. Physiol. 88, 241, 1901. 

*) DaB in der Tat nicht Unterschiede der Tierart fiir den ver- 
schiedenen Ausfal] des Experiments in Frage kommen, geht iiberzeugend 
daraus hervor, daB ich alle von Rutherford am Hunde beobachteten 
Wirkungen auch am Kaninchen feststellen konnte, daB also nicht nur 
hinsichtlich der Gallen- und Sekretinwirkung Ubereinstimmung von Hund 
und Kaninchen besteht. Diese Feststellung erscheint bedeutungsvoll fiir 
die Ubertragung der am Tiere gewonnenen Befunde auf den Menschen. 

8) Rutherford und Vignal, Humphreys Journ. of anatomy and phys. 
10, 253, 1876; 11, 61, 625, 1877; Rutherford, Vignal und Doods, Trans. 
Roy. Soc. Edin. 29, 133, 1880. 
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spriiche zu finden, so kann man feststellen, daB diese ausschlieBlic}, 
in jenen Versuchen zutage treten, welche unter Anwendung der per 
manenten Fistel beim Hunde angestellt worden sind, wahrend dice 
mittels der Methode der akuten Choledochusfistel gewonnenen, eineriei, 
ob am Hunde (Rutherford) oder an Kaninchen, so gut wie keine Wider 
spriiche ergeben haben und das gelegentliche Vermissen einer schwachen 
Wirkung durch einen anderen Autor ungezwungen daraus zu erklaren 
ist, daB verschieden lange Beobachtungsperioden oder verschieden 
Dosen gewahlt worden sind. Die Auffassung, daB die Methode der 
permanenten Gallenfistel ungeeignet ist, findet ihre Bestaitigung 
darin, das die mit ihr gewonnenen Normalwerte eines und desselben 
Tieres Schwankungen unterworfen sind, deren GréBe (bis 100 Proz.), 
wenn als physiologisch angesehen, es verbieten wiirde, tiberhaupt 
aus einem Ausschlage bindende Schliisse auf die Kausalitat des vor 
genommenen Eingriffs zu ziehen. 

Es muf bei dieser Sachlage dem Arbeiten an Kaninchen mit 
akuten Fisteln der Vorzug gegeben werden. Auberdem aber wird 
durch eine periodische Reinjektion der sezernierten Galle in den 
Darmkanal, wie ich es l.c. beschrieben und begriindet habe, eine 
dauernd gleichmaBige Gallenabsonderung gewiahrleistet. 

Wie wichtig dieses scheinbar geringfiigige Detail der Versuchis 
anordnung [die regelmaBige Reinjektion der in kurzen Perioden (15 bis 
20 Minuten) sezernierten Galle in das Duodenum] ist, ergibt sich 
abgesehen von den in der erwahnten Mitteilung beigebrachten Be 
legen, schlagend aus Versuchen Petroffs, welche in jiingster Zeit, nach 
Fertigstellung der vorliegenden Untersuchungen, herausgekommen 
sind. Ohne von meinen veréffentlichten Versuchen Kenntnis zu haben 
bzw. sie zu erwahnen, berichtet Petroff, daB an 15 bis 24 Stunden 
hungernden Kaninchen bereits 5 Stunden nach Beginn der dauernden 
Ableitung der Galle nach auBen die Lebersekretion vollstandig versiegt 
und sich nur durch Einbringen von Galle fiir einige Zeit wieder her 
stellen laBt. Bei gefiitterten Kaninchen und bei Hunden tritt dic 
Acholie ebenfalls, aber erst viel spater ein. Allemal aber ist sie det 
Endpunkt einer vom Beginn der Ableitung nach aufben allmahlich 
zunehmenden Verminderung der Lebersekretion. Besser kann woh! 
nicht demonstriert werden, daB die Methode der akuten Fistel weitaus 
physiologischer ist als die der chronischen Fistel, deren Triiger, selbst 
wenn man ihnen regelmaBig die sezernierte Galle ohne Verluste det 
Nahrung beimengt, sich in einem dauernd zunehmenden pathologischer: 
Zustande hinsichtlich ihrer Lebersekretion befinden!). Damit verlieren 


') Das gilt insbesondere auch fiir den einzelnen Versuch, namentlich 
fiir jene Versuche, welche iiber laingere Zeit ausgedehnt werden und dic 
ganze sezernierte Galle zur Untersuchung gesammelt wird. 
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alle mit der Methode der chronischen Fistel gewonnenen neueren 
Ergebnisse jegliche Zuverlassigkeit, und bieten gegeniiber der ver- 
flossenen Periode der Gallenstudien keinen Fortschritt. 

DaB auch sonst die von mir gewahlte Methode, insbesondere was 
die verwendete Urethannarkose betrifft, brauchbare, verliBliche Er- 
gebnisse liefert, haben die seit meiner letzten Mitteilung wiederum 
ausgefiihrten zahlreichen Kontrollversuche mit aller wiinschenswerten 
Sicherheit erwiesen. Wenn also meine Befunde iiber die Wirksamkeit 
verschiedener Substanzen von denjenigen der erwaihnten Autoren, 
deren Angaben bei meinen eigenen Versuchen besprochen werden, ab- 
weichen, so kann ich die Schuld an diesen Differenzen nicht meiner 
Methode und der Tierart zuschreiben. 

Auf eines sei hier noch hingewiesen: Zumeist wurden die Sub- 
stanzen in den von anderen veréffentlichten Versuchen parenteral 
gereicht. Ich habe prinzipiell die Einfiihrung in das Duodenum vor- 
gezogen. Fiir die Bewertung namentlich chronisch darzureichender 
Pharmaka kommt in erster Linie der orale Weg in Betracht. Ab- 
gesehen davon, ware von vornherein anzunehmen, da die orale (intra- 
duodenale) Darreichung die wirksamere ist, bei welcher die Substanzen 
unmittelbar in die Leber eintreten und dort zu einer bestimmten Zeit 
jedenfalls in einer gréBeren Konzentration anwesend sein werden, als 
nach parenteraler Zufuhr, nach welcher sie sich auf den ganzen Orga- 
nismus verteilen’). Nach parenteraler Injektion gelangen die Substanzen 
auBerdem, zum Teil wenigstens, auch auf einem anderen Wege (Arteria 
hepatica), moéglicherweise auch an eine andere Stelle, in die Leber. 
Allerdings diirfte auch bei parenteraler Zufuhr eine gréBere Menge 
der Substanz auf dem indirekten Wege durch Darmarterien und Pfort- 
ader den normalen Weg einschlagen und demgegeniiber die durch die 
Arteria hepatica eintretenden Substanzmengen kaum in Betracht 
kommen. Aber bei der intravendsen Injektion verteilt sich die gereichte 
Substanzmenge auf den ganzen Organismus, wahrend sie bei der 
anderen Darreichungsart in toto die Leber erreicht und zweifellos 
dort zu einer bestimmten Zeit eine gréBere Konzentration erzielt werden 
kann, als nach parenteraler Zufuhr. Wie wichtig dieses Detail, namentlich 
fiir die Sekretinfrage ist, wird aus den weiteren Ausfiihrungen und 
einer demniachst erscheinenden Mitteilung iiber die Pharmakologie der 
Sekretine hervorgehen. 

Die im folgenden mitgeteilten Versuche wurden gleichzeitig mit 
jenen bereits veréffentlichten tiber die Wirkung der Salze im Jahre 1922 
begonnen und im Jahre 1924 zu Ende gefiihrt. Sie sind methodisch 
durch die Arbeiten von Neubauer (1. c.) angeregt worden und verfolgten 


1) Es sei denn, da® es sich um Stoffe ausgesprochener Hepatotropie 
(Gallenséuren) handelt. 
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den Zweck, an einem mdéglichst reichhaltigen Material die grundsitz- 
lichen Eigenschaften gewisser Substanzen hinsichtlich ihrer Wirkung 
auf die (Gallensekretion, unabhingig von dem Spiel der Gallenblase, 
der gréberen Ausfiihrungsginge und des Oddischen Muskels unter 
méglichst physiologischen Verhaltnissen zu studieren. Einerseits im 
Hinblick auf die so zahlreichen empirischen Heilmittel, denen eine An- 
regung der Gallensekretion zugeschrieben wird, andererseits im Hinblick 
auf die Méglichkeit, Substanzen aufzufinden, welche die Zusammen- 
setzung der Galle, insbesondere ihre Konzentration zu verandern 
imstande waren. Es wurden daher nicht nur irgendwie zur Gallen- 
sekretion in Beziehung gebrachte Substanzen und Drogen, sondern 
auch solche untersucht, die bislang zu derartigen Zwecken nicht ver- 
wendet worden sind, insbesondere solche, deren Wirkung ein Licht 
auf die Physiologie der Gallensekretion werfen konnte. SchlieBlich 
habe ich auch die von Pawlow und seiner Schule studierte Wirkung 
der Einfiihrung von Nahrungsstoffen mit in den Kreis meiner Versuche 
einbezogen. Das Ergebnis dieser Versuche konnte auch die Brauch- 
barkeit der Methode erweisen und damit die pharmakologischen Er- 
gebnisse sichern. 

Die Bedeutung der heute als Sekretine bezeichneten physiologischen 
Driisenerreger, die sich im Laufe der Untersuchungen ganz besonders 
aufdringte, fiihrte zu zahlreichen Versuchen mit dieser Substanzen- 
gruppe, verkniipft mit chemischen Experimenten zur Aufklarung der 
Natur dieser Stoffe, welche hier nur in ihren physiologischen Ergebnissen 
mitgeteilt werden sollen, wobei hervorgehoben sei, daB die Verfolgung 
der Lebersekretion sich als ein bequemes Mittel zur Priifung von 
Sekretinwirkungen ergeben hat. 

In diese Substanzengruppe gehéren pharmakologisch wahrscheinlich 
auch gewisse Vitamine, die ich mangels geeigneten Materials noch 
nicht in den Kreis meiner Untersuchungen habe ziehen kénnen. 

SchlieBlich schwebte uns, wie bei allen pharmakologischen Unter- 
suchungen, die Méglichkeit vor, neue Anhaltspunkte fiir das physio- 
logische Geschehen der Gallenbereitung und -absonderung zu gewinnen. 

Es ist gelungen, die Methode durch die systematische Reinjektion 
der in kurzen Zeitriumen sezernierten Galle in das Duodenum derart 
auszugestalten, daB die als Versuchstiere dienenden Kaninchen eine 
iiber mehrere Stunden gleichbleibende Sekretionsgeschwindigkeit zeigen. 
Die sonstigen Einzelheiten der Methode, insbesondere die Narkose, 
sind als die Versuchsergebnisse in keiner Weise beeinflussend oder 
triibend erkannt worden. SchlieBlich wurde durch eine Injektion von 
Galle oder gallensauren Salzen am Schlusse des Versuchs zum Zwecke 
der Priifung der normalen Reaktionsfihigkeit der Versuchstiere eine 
sehr wiinschenswerte Sicherung negativer Versuchsergebnisse eingefiihrt. 
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So schienen alle Vorbedingungen erfiillt, um mit Hoffnung auf Erfolg 
die bisher so diirftigen experimentellen Grundlagen der Pharmakologie 
der Gallensekretion zu erweitern. Auf ihnen sollte die rationelle An- 
wendung der bislang in der Klinik verwendeten galletreibenden Mittel 
aufgebaut und das Wertlose aus diesem Teile der Materia medica aus- 
geschaltet werden. Es ist wohl denkbar. daB die Beeinflussung der 
Gallensekretion als solche gar nicht das therapeutisch maBgebende 
sein mu, sondern gleichsam nur einen Indikator fiir eine gleichsinnige 
Beeinflussung der Gesamttitigkeit der Leber darstellt. 

Hinsichtlich der methodischen Einzelheiten kann ich auf meine 
erwahnte Mitteilung verweisen. Ich hebe hier nur hervor, daB auBer 
dem Gallenvolumen nur noch und auch dies nicht durchgehends, 
die Konzentration der Galle gemessen wurde, deren Anderungen nicht 
nur von pathologischem und therapeutischem Interesse, sondern auch 
von Bedeutung fiir die Physiologie der Sekretion als solche sein kénnte. 
Uber den so wichtigen Punkt der Konzentration der Galle sind syste- 
matische Untersuchungen kaum noch mitgeteilt. Ich verweise in 
dieser Beziehung auf meine erste Mitteilung, aus der hervorgeht, daB 
eine Verdiinnung der Galle, wenn iiberhaupt, durch pharmakologische 
Kingriffe nur sehr selten zustande kommen diirfte, ich selbst habe 
sie nie gesehen. Es besteht ein grundsatzlicher Unterschied hinsichtlich 
der Ausscheidung fester Substanzen und Wasser zwischen Niere und 
Leber, welch letztere nicht nur beim Kaninchen, sondern wahrscheinlich 
bei allen Tieren, auch selbst wenn sie nur eine intermittierende Gallen- 
sekretion haben, quoad bewegter Wassermassen die Niere weitaus 
iibertrifft. 

Alle anderen noch so wiinschenswerten Untersuchungen, namentlich 
hinsichtlich des Gehaltes an Farbstoff und Sauren, mubten wegen 
der streng einzuhaltenden regelmaBigen Wiedereinverleibung der 
sezernierten Galle unterbleiben ; denn es war mir trotz aller Bemiihungen 
nicht gelungen, den Farbstoff der Galle in kleinen Mengen messend 
zu verfolgen, und hinsichtlich der Saiuren hatte Neubauer festgestellt, 
daB die vorliufig als einzige in Betracht kommende Methode der Messung 
der Oberflichenspannung keine bindenden Schliisse auf die Menge 
der Sauren zulaBt. Die Hauptschwierigkeit bei der Kolorimetrie der 
Kaninchengalle bildet die ungemein rasche Veranderlichkeit der Farbe, 
die es nicht einmal gestattet, wihrend eines Versuchs die Galle selbst 
als MaB zu nehmen. Immerhin konnten durch bloBe Betrachtung 
einige Feststellungen hinsichtlich der Gallenfarbe und ihrer Verinde- 
rungen gemacht werden. Selbst bei starker Vermehrung des Gallen- 
volumens durch irgend ein Agens, ebensowenig beim Sinken der 
Gallenmenge wurde eine Verinderung der Farbintensitat beobachtet. 
Allerdings verhindert die ungemein intensive Fiarbung der normalen 
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Galle eine genaue Beobachtung. Immerhin ist aber dieses Verhalten 
der Farbe im Hinblick darauf bemerkenswert, als das Verhalten der 
Konzentration erwarten lieBe, daB bei Gallenvermehrung eine Ver- 
tiefung, bei Verminderung eine Aufhellung auftreten sollte. Es scheint 
sich also der Farbstoff an den Schwankungen des Trockengehaltes 
nicht wesentlich zu beteiligen!). Wiederholt wurden aber Veranderungen 
im Farbton beobachtet,so beim U bertritt gewisser gefarbter Pflanzenstoffe, 
wobei die Galle gelb bis braun wurde. Bemerkenswert ist die Schnelligkeit, 
mit der ein solcher Ubertritt von Stoffen in die Galle stattfindet; so 
sah ich einmal bereits 6 Minuten nach Einverleibung der Lésung in das 
Duodenum eine solche Verfarbung durch Frangulaglucoside. Eine 
andere Art von Farbtoninderung trat sozusagen mit Sicherheit in 
jedem Falle ein, wo es sich sichtlich um eine Leberschidigung handelte, 
die sonst griine Galle wurde gelb. Man konnte diese nicht durch Ubertritt 
fremder Substanzen bedingte Verfarbung geradezu prognostisch fiir 
eine wesentliche Herabsetzung der Gallensekretion verwerten. Be- 
sonders deutlich trat diese Gelbfarbung nach Amylalkohol, Chinin, 
Chloroform, Natriumnitrit, nach gréBeren Blutverlusten auf und 
charakterisierte die auffallig geringe Galle beim unblutig dekapitierten 
Tiere*). 

Die Untersuchung des Schleim- und Gesamteiweibgehaltes habe 
ich bald (s. erste Mitteilung) als véllig nutzlos aufgegeben. Der Eiweib- 
gehalt der normalen, schleimfreien Galle ist bei allen Versuchstieren 
und beim Menschen minimal. Seine Schwankungen, wenn sie itiber- 
haupt vorkommen und sich einwandfrei feststellen lieBen, diirften 
wohl kaum eine irgendwie in Betracht kommende Bedeutung fiir die 
Beurteilung von Substanzwirkungen auf die Lebersekretion haben. 
Insbesondere gilt das vom Schleimgehalt der Galle, welcher, zweifel- 
los den Gallenwegen entstammend, fiir die Galle als Verdauungs- 
sekret ebensowenig in Betracht kommt als der Eiweibgehalt. Damit 
soll aber keineswegs die Bedeutung dieser beiden mit dem Lebersekret 
als solchem nur zufallig verbundenen Gallenbestandteile fiir gewisse 
pathologische Zustinde geleugnet werden. Abgesehen davon, dab 


1) Aber es kénnen gewichtsmaBig nicht mit Sicherheit nachweisbare 
Zunahmen des Farbstoffgehaltes bereits mit einer betrachtlichen Zunahme 
der Farbintensitaét verbunden sein: nach intravenéser Injektion von kri 
stallisiertem Hiamoglobin wurde ohne Anderung des Gallenvolumens und 
ohne sichere Zunahme des Trockengehaltes eine betriichtliche Vertiefung 
der im Ton unveranderten Gallenfarbe hervorgerufen. Diese Beobachtung 
beweist schlagend, daB es unzuverlissig ist, aus dem Farbstoffgehalt 
allein irgendwelche Schliisse auf die Menge der sezernierten Galle zu 
ziehen, was von klinischer Seite immer wieder geschieht. 

*) Die Dekapitation erfolgte ohne Blutverlust durch Abklemmen mit 
der Tigerstedtschen Zange. 
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Anderungen in der Sekretionsgeschwindigkeit keineswegs eine Anderung 
dieser beiden Bestandteile zur Folge haben kénnen, besteht keine 
Méglichkeit, aus den Refraktometerwerten irgendwelche Schliisse 
zu ziehen. 

Die absichtliche Beschrankung auf Messung von Menge und Kon- 
zentration der Galle in den vorliegenden Versuchen ergab sich daher 
nicht nur aus dem Mangel an Untersuchungsmaterial bei meiner 
Methode der Reinjektion, sondern auch aus der Kritik der beziiglichen 
Bestimmungsmethoden und Verwertbarkeit ihrer Resultate. 

Noch auf zwei Punkte wire einzugehen. Der eine betrifft den 
EinfluB der Atmung und der andere den der angewandten Narkose. 
Auf den EinfluB der Atmung wiesen zahlreiche Autoren, namentlich 
Biirker, hin, in letzter Zeit hat besonders Petroff den EinfluB der Atmung 
hervorgehoben, welchen sie auf die Geschwindigkeit der Tropfenfolge 
der Galle haben soll. Zweifeilos haingt die Tropfenfolge mit der Atmung 
bzw. Zwerchfelltatigkeit rein mechanisch zusammen, was jedem leicht 
verstandlich ist, der die Beeinflussung des Abtropfens durch jede 
auch noch so geringfiigige Lageanderung der Kaniile erlebt hat. Dem- 
entsprechend ist die in ganz kurzen Perioden von | Minute und weniger 
erhaltene Gallenmenge sehr groBen Schwankungen unterworfen. Werden 
jedoch Perioden mittlerer Dauer wie in meinen Versuchen (15 bis 
20 Minuten) gewahlt, so verschwinden diese Schwankungen vollstandig, 
wie auch Petroff feststellen konnte. Damit gewinnt man auch ohne 
Anwendung der kiinstlichen Atmung ein reines, von der Atemmechanik 
ungetriibtes Bild der Sekretionstitigkeit in Perioden, die kurz genug 
sind, um auch rasch voriibergehende Anderungen nicht iibersehen zu 
lassen. Es muB aber beachtet werden, dab eine weitere Verlangerung 
der Messungszeit tiber das durch die Atmung gebotene Ma® hinaus 
wieder von Nachteil ist, da sich einerseits verhaltnismaBig rascher ver- 
laufende Schwankungen (und die sind nicht so selten) der Erkennung 
entziehen miissen, andererseits aber der natiirliche Kreislauf der Galle 
zu sehr gestért wiirde. Ganz unzulissig aber erscheint es uns, aus irgend 
einer Versuchsperiode die 24stiindige Gallenmenge zu berechnen und 
aus diesem Produkt eine Grundlage fiir irgendwelche Schliisse zu ziehen. 

Dem Studium der Wirksamkeit der Narkotica der Alkoholreihe 
habe ich besondere Sorgfalt gewidmet. Nicht nur in Anbetracht der 
Moglichkeit einer Verfalschung primarer Substanzwirkungen durch das 
Narkoticum, sondern auch im Hinblick namentlich auf die Wirkung der 
von Whipple') betonten und studierten Chloroforminhalationen auf die 
Leber war dies geboten. Es lag ja nur zu nahe, von denen Anderer 
abweichende Versuchsergebnisse darauf zuriickzufiihren, da®B ich an 


1) Journ. of biol. Chem. 50, 513, 1922. 
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narkotisierten Tieren gearbeitet habe. Alle Versuche aber, die unter- 
nommen wurden, einen etwaigen EinfluB der von mir, ebenso wie von 
Pohl und Neubauer verwendeten Urethannarkose auf die Lebersekretion 
festzustellen, haben ausnahmslos dazu gefiihrt, sich von der vollkommenen 
tinfluBlosigkeit des Urethans auf die Lebersekretion zu iiberzeugen 
Immerhin kénnte es in manchen Fallen erwiinscht sein, ohne Narkose zu 
arbeiten. Ich habe in zwei Fillen an Tieren gearbeitet, die nu 
wihrend der kurzen Zeit der Bauchoperation im Atherrausch ge- 
halten worden waren: wenn dies auch durchfiihrbar ist, so macht 
die leicht eintretende Unruhe der Tiere und damit verbundene Méglich- 
keit einer Verlagerung der AusfluBkaniile bei den zumeist viele 
Stunden dauernden Versuchen eine Narkose geradezu unumginglich. 
Zweimal habe ich versucht, ohne Narkose am dekapitierten Tiere zu 
arbeiten, beidemal war aber die Gallensekretion nicht nur gering, 
sondern so unregelmabig, daB die Grundlage fiir Messungen nicht 
gegeben war. Es war nicht nétig, diesen Weg weiter zu verfolgen. 
da sich die bei allen iibrigen Versuchen angewandte Methode der 
Urethannarkose als einwandfrei erwiesen hatte und im Falle des Ato- 
phans die Versuche am narkotisierten und nicht narkotisierten Tiere 
das gleiche Ergebnis geliefert haben. 

Ehe ich die Ergebnisse der pharmakologischen Versuche darstelle. 
méchte ich noch kurz einige Beobachtungen zur Physiologie der Gallen- 
sekretion des Kaninchens mitteilen, welche sich anlaBlich der im ganzen 
fast 200 Versuche ergaben, soweit sie nicht schon in der vorhergegangenen 
Mitteilung Platz gefunden haben. 

Die groBe Zahl der Versuche, denen allen eine verhaltnismaBig 
lange Normalperiode voranging, gab mir die willkommene Gelegenheit. 
die SekretionsgréBe der Kaninchenleber zu definieren'). Aus 166 Einzel- 
beobachtungen an ebenso vielen Kaninchen ergab sich eine mittlere 
Stundengeschwindigkeit von 8,7 g + 0,68 Galle. Die der Berechnung 
zugrunde liegenden Einzelwerte sind nicht etwa aus einer kiirzeren 
Periode berechnet, sondern stellen die Summe der tatsichlich innerhalb 
einer Stunde gemessenen Periodenwerte dar. Von einer Reduktion 
auf die Einheit des Kérpergewichts wurde Abstand genommen, da. 


1) Es ist eigentlich verwunderlich, wie wenig man sich noch mit der 
Definition physiologischer GréBen befaBt hat. In fast allen Fallen sind 
iiber soleche nur Angaben bekannt, die sich nicht auf eine geniigend groBe 
Zah| von Messungen normaler Werte stiitzen, um den den Einzelwert 
und Mittelwert belastenden Fehler, was hier der physiologischen Schwan. 
kungsbreite entspricht, zu berechnen. Ganz abgesehen davon, daB der- 
artige Untersuchungen die Grundlage fiir gesicherte Schliisse aus Beob- 
achturgen quantitativer Art abgeben, erscheint es aus allgemeinen Griinden 
wiinschenswert, keine Gelegenheit voriibergehen zu lassen, um eine ge- 
gebene physiologische GréBe zu definieren. 
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wie ich schon |.c. hervorgehoben habe, es keinen EinfluB auf die 
Sekretionsgr6Be erkennen laBt, was iibrigens auch Petrof/f neuestens 
beobachtet hat. Die extremen von mir beobachteten Werte waren 
3,2 g als kleinster und 16g als gréBter Stundenwert, doch sind solche 
Extreme sehr selten. Die meisten Tiere zeigten eine Geschwindigkeit 
von 8 bis 10 g Galle pro Stunde. Der Einzelwert ist mit einem mittleren 
Fehler (physiologische Schwankungsbreite) von +2,9g belastet. Das 
bedeutet, dafi man alle Werte, die tiber diese Schwankungsbreite von 
etwa 3g Galle pro Stunde hinausgehen, also > 12g und < 6g als 
abnorm bei irgend einem Kaninchen anzusehen berechtigt ist. Die 
Sekretionsgesch windigkeit des Kaninchens als Spezies ist also, wie man 
sieht, auf nur 34 Proz. genau definiert. Ganz anders dagegen verhilt 
sich die Sekretionsgeschwindigkeit ein und desselben Individuums, 
wenn man die regelmaBige Reinjektion der entleerten Galle in das Duo. 
denum vornimmt. Diese individuelle SekretionsgréBe schwankt nur sehr 
wenig. Aus der Berechnung eines Normalversuchs mit; 15 Einzelbeob- 
achtungen ergibt sich ein Mittelwert pro 15 Minuten von 2,46¢ + 0,006 
Galle und damit eine Definition auf 2,4 Proz. genau. Daher muB man 
wie bereits |. c. gesagt, die Galle auf mindestens 0,01 g genau wigen. 
Die Werte kénnen auf Dezigramm abgerundet werden. Eine grébere 
Genauigkeit der Wagung wiire als der Definition des Wagungsobjekts 
nicht entsprechend methodisch fehlerhaft. 

Alter, GréBe und Geschlecht der Tiere waren, wie gesagt, ohne 
erkennbaren EinfluB auf die GréBe der normalen Lebersekretion, 
auch die Art der Ernahrung (Griinfutter, Hartfutter und gemischtes 
Futter) schienen bedeutungslos. Doch sind systematische Versuche 
zu diesem Zwecke nicht angestellt worden. 

Nur eine wichtige Tatsache konnte festgestellt werden, die von 
tinfluB auf die GréBe der normalen, durch keinerlei Eingriff beein- 
fluBten Gallensekretion zu sein scheint. Es wurde beobachtet, daB 
puerperale Tiere, besonders aber siiugende Muttertiere, eine auffallend 
grobe Gallensekretion gegeniiber der Norm darboten. Bei 5 von 7 Tieren 
betrug der Stundenwert zu Beginn des Versuchs: 18, 22, 25, 26 und 
in einem Falle sogar 30g. Nach dem eben Ausgefiihrten sind diese 
Werte als abnorm hoch zu bezeichnen. Derartig hohe Werte (diese 
Tiere sind in die Berechnung der normalen SekretionsgréBe nicht auf- 
genommen worden) fand ich auBerdem noch ein einziges Mal bei einem 
gleichfalls fiir die Berechunng nicht beriicksichtigten minniichen Tiere 
(22,6 g pro Stunde), welches mir auBerdem durch seine abnorm kleinen 
Hoden als von der Norm abweichend aufgefallen war. Auber der 
groBen Sekretionsgeschwindigkeit zeigten diese puerperalen Tiere auch 
noch eine sonst niemals beobachtete Neigung zur spontanen Steigerung 
der Sekretion wihrend des Versuchs mit gleichzeitigem Anstieg des 
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Trockenwertes. Puerperale Tiere diirfen daher wegen dieser Neigung 
zu spontanen Anderungen der Sekretionsgeschwindigkeit zu messenden 
Versuchen nicht verwendet werden. Es scheint irgend ein Zusammen- 
hang zwischen Milchproduktion und Gallensekretion zu bestehen. Dahin 
gerichtete Untersuchungen mit Extrakten der menschlichen Placenta 
und der Ovarien, die Gallensekretion normaler Tiere anzuregen, blieben 
bisher ergebnislos, wobei dahingestellt sein mag, ob die verwendeten 
Extraktfraktionen, wenn sie auch aus frischen Organen gewonnen 
worden waren, die Inkrete der betreffenden Driisen in der Tat ent- 
halten haben, da eine Priifungsmethode fiir diese Inkrete bisher nicht 
bekannt ist. Trachtige Tiere zeigten nicht die erwahnten Abweichungen 
von der Norm. Die Unwirksamkeit verschiedener Praparate inner- 
sekretorischer Driisen fand Specht, allerdings am Hund mit Dauer- 
fistel, Alpern fand ahnliches, nur eine Hemmung vom Pituitrin. 

Der Trockengehalt der normalen Kaninchengalle schwankt von 1,3 
bis 2,2 Proz., die Mehrzahl der untersuchten Gallen hatte einen solchen 
von 1,6 bis 1,8 Proz., wobei hohe Werte bei kleiner und bei grober 
Sekretionsgeschwindigkeit gefunden wurden. Ich verfiige nicht iiber 
geniigend Einzeluntersuchungen, um einen mittleren Konzentrations- 
wert nach Analogie des Sekretionswertes berechnen zu kénnen. Die 
Konzentration weist also keine Abhangigkeit von der Sekretions- 
geschwindigkeit auf, so daB jenes fast ausnahmslos geltende Gesetz 
von der Kuppelung der Konzentration und Geschwindigkeit nur fiir 
ein und dasselbe Individuum Geltung hat, nicht aber fiir Gallen 
verschiedener Individuen. 

Il. 

Im folgenden werden an Hand von die Resultate zusammen- 
fassenden Tabellen die einzelnen Gruppen der untersuchten Substanzen 
besprochen werden. Untersucht wurden: 

1. Vertreter der drei Gruppen von Nahrungsstoffen (Kohlehydrate, 
EiweiBkérper und Fette, anschlieBend Sekretine), allgemein gebrauchter 
GenuBmittel (Coffein und Nicotin) und der mit der Nahrung auf- 
genommenen Gewiirze (Pfeffer, Paprika, Zwiebel), Galle und gallen- 
saure Salze. 

2. Alkali- und Erdalkalisalze verschiedener anorganischer und 
organischer Siuren. Von in diese Gruppe gehérigen Mineralwdssern, 
welche solche Salze enthalten, das Karlsbader Mineralwasser. 

3. Narkotica der Alkoholreihe. 

4. Atherische Ole 

5. Organische Abfiihrmittel und anschlieBend die Folgen einer 
entziindlichen Reizung der Darmschleimhaut. 

6. Einige indifferente Bitterstoffglucoside. 

7. Einige Alkaloide. 
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8. Einige andere chemische Prdparate, von denen in neuer und 
neuester Zeit eine Einwirkung auf die Gallensekretion behauptet wurde 


1. Nahrungsstojfe, GenuBmittel, Gewiirze, Galle. (Tabelle I.) 


Uber den EinfluB von Wasser und physiologischer Salzliésung ist 
bereits |. ¢. von mir berichtet worden, der Vollstandigkeit und Ubersicht 
wegen sind sie in die Tabelle aufgenommen worden. Sie sind ohne ersicht- 
lichen EinfluB auf die Gallensekretion und -konzentration. Zum Unterschied 
von der Niere ist die sekretorische Tiitigkeit der Leber unabhingig vom 
Wasserangebot an den Organismus. Ob allerdings die dadurch verursachte 
Hvdrimie auch im Portalblut besteht, ist nicht untersucht. Specht fand 
beim Fistelhunde die gleichen Verhialtnisse. Petroff gibt an, daB bei durch 
Hunger und dauernde Gallenableitung acholisch gemachten Kaninchen 
allerdings erst groBe Wassermengen die Gallenabsonderung wieder in 
Gang zu bringen vermégen. 

An Kaninchen, welche sich sozusagen dauernd im Zustande der Ver 
dauung befinden, ist der EinfluB der drei Nahrstoffgruppen noch nicht 
systematisch untersucht worden. Meine Versuchsergebnisse lassen sich 
daher nicht unmittelbar mit den von Pawlow') und den spiiteren Autoren 
vergleichen, welche an niichternen Hunden arbeiteten. Bei diesen Tieren 
setzt mit jeglicher Nahrungsaufnahme eine Titigkeit der Leber mit 
der aller anderen Verdauungsdriisen ein. Der spezifische EinfluB der 
chemischen Natur der einzelnen Nahrungsstoffe auf die Lebersekretion 
kann sich aber hierbei nicht 4uBern, weil die Aciditit des aus dem Magen 
austretenden Chymus immer (via Sekretin) die Lebersekretion anregen 
muB. Nur hinsichtlich der (intraduodenalen) Albumosen(darreichung) ist 
ein Vergleich méglich, der denn auch, wie ersichtlich, zeigt, dali ebenso 
wie beim Hunde auch beim Kaninchen die Gallensekretion durch die 
Produkte der peptischen Magenverdauung des EiweiBes intensiv angeregt 
wird. 

Die Glucose, als Reprisentant der Kohlehydrate untersucht, ist in 
jenen Mengen, welche bei der Nahrungsaufnahme in Betracht kommen, 
wohl indifferent. Erst bei groBen, intravenés gegebenen Dosen konnte 
eine leichte Steigerung des Gallenvolumens und eine nicht unbetriichtliche 
Zunahme des Trockengehaltes beobachtet werden. Dabei kam es aber 
nicht zu einer Zuckerausscheidung durch die Galle, denn die Untersuchung 
mittels der Bangschen Mikromethode ergab keine Steigerung der norma! 
vorhandenen geringen ReduktionsgréBe der Galle, welche etwa 0,020 g 
Glucose pro 100 g Galle entsprach, also viel geringer ist als die Reduktions- 
gréBe des Blutes. 

Die EiweiBkérper gelangen im normalen Verlauf nur in Form ihrer 
Magenverdauungsprodukte, den Albumosen und den Darmverdauungs- 
produkten, den Aminosiéuren, zur Einwirkung auf die Gallensekretion. 
Ich habe daher nicht genuines Eiwei8, sondern bloB die genannten Abbau- 
stufen untersucht. Reine Aminosauren erwiesen sich, intraduodenal gereicht, 
als wirkungslos. Dagegen hatte das Wittepepton wie bei den anderen 
Untersuchern am Hunde auch in meinen Versuchen am Kaninchen 
stets eine deutliche sekretionsférdernde Wirkung. Es erscheint jedoch 
zweifelhaft, ob diese Wirkung tatsachlich den Albumosen als solehen zuzu- 


1) Siehe Babkin, Sekretion der Verdawungsdriisen. Berlin, Springer, 
1914. 
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schreiben ist. Ganz abgesehen davon, da Abel und seine Mitarbeiter’) 
gefunden haben, da’ bei jeglicher Art der EiweiBhydrolyse Substanzen 
entstehen, welche sich durchaus so wie das stark sekretionsférdernde 
Histamin verhalten und auch im Wittepepton gefunden wurde, habe ich 
aus dem in meinen Versuchen als Albumosenpriparat verwendeten Witte- 
pepton mit der gleichen Methode, welche sich mir zur Isolierung der Sekretine 
im allgemeinen bewihrt hatte, eine fast abiurete Fraktion isolieren kénnen, 
welche sekretionsférdernd gewirkt hat und die von Pauly angegebene 
Imidazolreaktion in ausgesprochener Weise zeigté. Die von dieser Fraktion 
befreiten Albumosen habe ich zwar nicht physiologisch untersucht, aber 
das AusmaB der Wirkung sprach durchaus dafiir, daB die Wirkung des 
Wittepeptons nicht den Albumosen, sondern dieser Beimengung von 
Stoffen zukommt, die wir wohl zu den Sekretinen zu rechnen berechtigt 
-ind, wobei aber der noch unentschiedene Streit, ob das oder die Sekretine 
mit Histamin identisch sind, unberiicksichtigt bleibe. Ich glaube daher, 
daB die bekannte sekretionsférdernde Wirkung der Albumosen nicht ihnen, 
also den primaren Spaltungsprodukten der Eiweiikérper zukommt, sondern 
den offenbar in den meisten Nahrungsmitteln vorkommenden Sekretinen. 
Immerhin erfordert aber die Wichtigkeit dieses Gegenstandes eine ein- 
gehende Untersuchung mit von Sekretinen befreiten Albumosen, ehe 
man mit aller Sicherheit wird schlieBen kénnen, daB den EiweiBkérpern 
als solchen ebensowenig wie den Kohlehydraten eine Beeinflussung der 
Gallensekretion eignet. 

Was die Sekretine anbelangt, so habe ich das Bickelsche Spinat- 
sekretin untersucht, an welchem die erwihnte, anderweitig noch mitzu- 
teilende Darstellungsmethode ausgearbeitet worden ist, dann die aus 
Wittepepton darstellbaren wirksamen Fraktionen und das nach Bayliss 
und Starling aus Darmschleimhaut dargestellte Sekretin. Da® Sekretin 
auf die Gallensekretion wirkt, wurde zuerst von Henri und Portier?) mit 
dem Sekretin der Diinndarmschleimhaut von Starling und Bayliss*) fest- 
gestellt. Immer aber wurden die Sekretine subkutan oder intravendés 
gereicht. Demgegeniiber sei hier, ohne der in Aussicht gestellten aus- 
fiihrlichen Publikation vorzugreifen, hervorgehoben, daB die Sekretine 
ebenso prompt beim Einbringen in das Duodenum wirksam sind wie bei 
parenteraler Zufuhr. Dieser Umstand ist geeignet, den oben gezogenen 
SchluB zu stiitzen, daB die Sekretionswirkung der eiweiShaltigen Nahrungs- 
mittel nicht den EiweiSkérpern, sondern den beigemengten Sekretinen 
zuzuschreiben ist. Wenn auch bei diesen Versuchen der Resorptionsweg 
direkt zu den Leberzellen fiihrt und daher vielleicht kein wesentlicher 
Unterschied zwischen der intravenésen und intraduodenalen Applikation 
bestehen diirfte, so haben diese Versuche doch dazu angeregt, die Méglich- 
keit einer direkten Einwirkung der Sekretine auf die Magensaftsekretion 
zi priifen. Die von klinischer Seite am Menschen angestellten Versuche 
ergaben in der Tat, daB Spinatsekretin, in den Magen eingebracht, eine 
starke Anregung der Magensaftsekretion zur Folge hat. Damit ist es auch 
wahrscheinlich gemacht, daB die Wirkung, welche die Nahrungsstoffe 
bei Beriihrung mit der Magenschleimhaut auf die Magensekretion hervor- 
rufen (Pawlow), durch die in den Nahrungsmitteln enthaltenen Sekretine 
hervorgerufen wird und nicht durch die Nahrungsstoffe als solche. 


1) Journ. of pharm. and exper. therap. 15, 401, 1920. 
*) Henri und Portier, C. r. Soc. de biol. 1902, 8S. 620. 
5) Bayliss und Starling, Journ. of Physiol. 28, 325, 1902. 
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An dieser Stelle ist nochmals des Histamins zu gedenken, welche- 
zwar nicht ein EiweiBabbauprodukt, aber als Derivat des Histidins in einer 
Beziehung zu den EiweiBkérpern steht, welche méglicherweise nicht nur 
in bakterieller Zersetzung ihren Grund hat. Es erwies sich als rege!lmiBig 
stark sekretionsférdernd, so daB uns die Beobachtung der Gallensekretion 
geradezu als ein Mittel diente, den histaminartigen Charakter gewisser, 
damals im hiesigen Institut studierter, reaktionell dem Histamin nahe- 
stehender Substanzen zu beurteilen. Die Histaminwirkung auf die Leber 
sekretion laBt sich durch nachtragliche Atropingabe abschwiichen. Diese 
Untersuchungen wurden schon vor meiner ersten Mitteilung angestellt, 
aber nicht veréffentlicht. Mittlerweile hat Alpern bei Bickel sein 
Untersuchungen iiber die Wirkung des Histamins beim Hunde ver 
éffentlicht, welche zu dem gleichen Resultat gefiihrt haben. Ich kann daher 
die Angaben Alperns hinsichtlich der Histaminwirkung und deren Beein- 
fluBbarkeit durch Atropin bestatigen. Die BeeinfluBbarkeit der Histamin 
wirkung durch Atropin ist unter Beriicksichtigung der Wirkungslosigkeit 
parasympathischer Gifte iiberhaupt (s. 2. Neubauer, |. c.) auf die Leber 
sekretion bemerkenswert. Ob aber hier eine Méglichkeit vorliegt, Histamin- 
und Sekretinwirkung experimentell auseinander zu halten, erscheint mir 
auf Grund meines allerdings nur vorliufigen Versuchsmaterials noch 
zweifelhaft. 

Olivenél als Vertreter der Fette hatte eine durch Kontrollen sicher 
gestellte, deutlich hemmende Wirkung ohne wesentliche Beeinflussung 
der Konzentration. Ob diese Wirkung dem Fette als solchem, also dem 
Gemenge von Triglyceriden verschiedener Fettséuren, oder einer Bei- 
mengung zukommt, konnte nicht entschieden werden. Verwendet wurde 
Olivenél bester Qualitaét, andere Fette wurden nicht gepriift. Es bleibt 
daher ein Vergleich verschiedener Fette hinsichtlich dieser Wirkung noch 
auszufiihren. Die Wirkung ist um so bemerkenswerter, als sie an eine: 
Seifenlésung (reines 6lsaures Natrium von de Haen) nicht festgestellt 
werden konnte, im Gegensatz zu der Anschauung vieler Autoren. Es war 
daran zu denken, da8 diese Olwirkung etwa durch Verhinderung der Riick- 
resorption der Galle zustande kommt, doch ist es nicht gelungen, dies 
festzustellen, denn die Wirkung intraduodenal gereichter UberschuBgall: 
wurde durch eine gleichzeitige Olgabe nicht vermindert. Die Wirkungs- 
losigkeit der Seife spricht eher dafiir, daB es sich um die Wirkung einer 
Beimengung im ©] handelt, oder aber es erreicht unverseiftes Fett dic 
Leber. Da die Seifen als unwirksam befunden wurden, muB8 ich die imme: 
wieder verwendeten, aus 6lsaurem Natrium bestehenden Priaparate al- 
unwirksam ablehnen, wihrend die so vielfach angewendeten Olkuren bei 
geeigneten Fallen sehr wohl durch die Sekretionshemmung, also eine Ruhig 
stellung der sekretorischen Tiitigkeit der Leber, von therapeutischer Be 
deutung sein kénnten. 

Die untersuchten Gewiirze erwiesen sich als wirkungslos: Pfeffer und 
Paprika wurden, als Pulver in Wasser suspendiert, ins Duodenum in 
jiziert, die Zwiebel als eingedickter wisseriger Extrakt. Dieser Extrakt 
roch deutlich nach Zwiebel und war daher nicht frei von Aatherischem 
Zwiebelél, méglicherweise aber arm daran. Der Zwiebelextrakt samt 
dem der Verdampfung entgangenen Reste atherischen Oles, welches in 
chemischer Konstitution und pharmakologischer Wirkung bekanntlich di 
griBte Ahnlichkeit mit dem Senfél hat, erzeugte eine deutliche, bei de: 
nachtriaglichen Sektion festgestellte Hyperiimie der Diinndarmschleim 
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haut. Auf diesen méglicherweise durch das itherische ©] bedingten Befund 
sei mit Riicksicht auf die spiter besprochene Wirkung von entziindlicher 
Schleimhautreizung, speziell durch Senf6l, hingewiesen. Pfeffer und 
Paprika wirken trotz ihres scharfen Geschmacks nicht entziindungserregend 
und hyperamisierend, wie Stary') im hiesigen Institut gezeigt hat, sondern 
verdanken ihrem feurigen Geschmack einer spezifischen Erregung der 
Endigungen der Wirmenerven. In bestatigender Erginzung zu seinen 
Versuchen mége hervorgehoben werden, daB im Gegensatz zu Zwiebel 
und Senf nach Einfiihrung ven Paprika und Pfeffer ins Duodenum keine 
Hyperimie der Darmschleimhaut zu beobachten war. Die Bedeutung 
der genannten Gewiirze in der ,,Bromatik*: (Paul, Die Lehre von der Be- 
reitung der Speisen), Diaitetik und Therapie diirfte daher nicht auf dem 
Wege einer Beeinflussung der Gallensekretion zu finden sein. Wenn in 
der Darmschleimhaut Wirme perzipierende Nervenendigungen vorhanden 
sein sollten, so hat ihre Erregung durch diese Stoffe jedenfalls keine (reflek- 
torische) Wirkung auf die Gallensekretion, und das gilt nicht mur fiir 
Paprika und Pfeffer, sondern wohl auch fiir den Senf und andere 
Senf6l enthaltende Gewiirze und Gemiise, wie Knoblauch, Rettich, 
Radieschen, Meerrettich usw. In den zu Speisezwecken verwendeten 
Konzentrationen diirften sie wohl keine andere Wirkung als die Erregung 
wirmeperzipierender Nervenendigungen hervorrufen, welche, wie Stary 
ausgefiihrt hat, beim Senf usw. als Teil- oder Prodromalstadium einer 
Entziindungserregung, bei Paprika usw. isoliert als einzige Wirkung 
hervortritt *). 

An die Besprechung der Nahrungsstoffe und Gewiirze mége ein kurzer 
Bericht tiber die wirksamen Bestandteile allgemein benutzter, insbesondere 
auch im AnschluB an die Nahrungsaufnahme verwendeter GenuSmittel 
angekniipft werden, von denen ein gewisser EinfluB auf den Ablauf der 
Verdauungsvorgange mehr oder weniger ausgesprochen von den sie be- 
nutzenden Personen angenommen wird. Da8B Nicotin, dessen sekretions- 
steigernde Wirkung zweifellos nervésen Ursprungs ist (primaire Erregung 
der vegetativen Synapsen), auf die nervésen Einfliissen so gut wie entriickte 
Gallensekretion ohne Einflu8 sein diirfte, war vorauszusehen. In der Tat 
erwies es sich nach der FEinfiihrung der verhaltnismabig groBben Dosis 
von 3 mg in das Duodenum als wirkungslos, womit gleichzeitig auch eine 
direkte Wirkung auf die Leberzellen ausgeschlossen werden kann. Adachi 
(l.¢.) sah eine Hemmung nach 10 mg subkutan, nach kleineren Gaben 
eine anfangliche Steigerung mit spiterer Verlangsamung, doch sind seine 
Versuche an Hunden mit Dauerfistel ausgefiihrt. Die Beziehungen des 
Coffeins zur Verdauung, iiber die in der Literatur bereits einiges bekannt 
ist, sollen hier nicht naher erértert werden. Die geringfiigige, wenn auch 
einwandfreie, iiber das MaB der normalen Schwankungen hinausgehende 
Sekretionsbeschleunigung, die gewichtsmaiBig nur in einer Periode von 
15 Minuten ausgesprochen und auch da nur, zufolge Beobachtung der 


1) Stary, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 1925. 


*) Es liegt nahe, aus der Wirkungslosigkeit dieser Gewiirze auf die 
Lebersekretion eine ebensolche auf die anderer Verdauungsdriisen, mit 
vielleicht alleiniger Ausnahme der Speicheldriisen des Mundes, zu erschlieBen. 
Da nach Stary eine direkte Motilitatsbeeinflussung des Darms durch 
Paprika unwahrscheinlich ist, so bleibt die Bedeutung dieses und ihnlicher 
Gewiirze vorlaufig unklar. 
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Tropfenzahl wenige Minuten dauernd, in einem einzigen mit intravenis 
gegebenem Coffein ausgefiihrten Versuch beobachtet wurde. dem zwei 
negative Versuche gegeniiberstehen, halte ich nicht fiir ausreichend, um 
dem Coffein eine Wirkung auf die Gallenbereitung zuzuschreiben. Brugsci 
und Horsters sahen beim Dauerfistelhunde nach 1 g Coffein per os eine 
starke Abnahme der Sekretion, gleichzeitig mit heftigen Krampfen und 
Speichelflub. Abgesehen von dem Einwand der angewandten Methodik 
miissen schon die beschriebenen allgemeinen Vergiftungssymptome davon 
abhalten, einen SchluB auf eine Sekretionswirkung therapeutischer Dosen 
von Coffein zu ziehen. 

Zusammenfassend muB ich den SchluB ziehen, daB weder den Gewiirzen 
(Paprika, Pfeffer, Zwiebel usw.), noch dem Coffein und Niecotin, noch auch 
den reinen Nahrungsstoffen (Kohlehydraten, EiweifS und wahrscheinlich 
auch Fetten) eine insbesondere férdernde Wirkung auf die Gallensekretion 
zukommt. Die nach Fleischnahrung oder Injektion von Albumosen 
in das Duodenum auch von mir beobachtete Sekretionsbeschleunigung 
ist héchstwahrscheinlich nicht durch die Albumosen selbst. sondern 
durch die ihnen beigemengten Sekretine bedingt. welche mit den 
Produkten der EiweiBhydrolyse direkt nichts zu tun haben. Solch: 
Sekretine scheinen ungemein verbreitet und wahrscheinlich in jeder Speise 
enthalten zu sein. Da® die pflanzlichen Nahrungsmittel, insbesondere 
die griinen Gemiise, als Sekretinquellen wesentlich in Betracht kommen, 
ist durch Bickel und seine Mitarbeiter ermittelt worden. Wie bereits aus 
gefiihrt, wirken die Sekretine auch bei Applikation in den Magen férdernd 
auf die Magensaftsekretion. Die von Pawlow studierte Wirkung de: 
Nahrungsmittel auf die Sekretion der verschiedenen Verdauungsdriisen 
ist in dem Anteil, der nicht psyehisch bedingt ist, wahrscheinlich aus 
schlieBlich durch die in allen Nahrungsmitteln und Speisen enthaltenen 
Sekretine bedingt. Hierbei kann man nicht unberiicksichtigt lassen, dal 
bei der Bereitung der Speisen Prozeduren vorgenommen werden, welche 
das Entstehen von Sekretinen aus unwirksamen Vorstufen erméglichen 
Demgegeniiber haben die Gewiirze jedenfalls nicht die Bedeutung eine: 
Férderung der Sekretion von Verdauungssiften, wenn man aus der Wirkungs 
losigkeit auf die Gallensekretion auf ahnliche Verhiltnisse von Magen 
und Pankreas schlieBen darf, was mir nicht unberechtigt erscheint. an 
gesichts des Parallelismus zwischen den unmittelbar, ohne Vermittlung 
der Nerven wirkenden Stoffen auf diese drei Sekretionen. Auch die mit 
der Nahrungsaufnahme vielfach in Zusammenhang gebrachten Genul 
mittel (Coffein und Nicotin) sind auf die Gallensekretion ohne Wirkung 
Soweit also die Bromatik (Pau!) von Gewiirzen und GenuBmitteln Gebrauch 
macht, liegt deren Bedeutung auf einem anderen Gebiete, jedenfalls nicht 
auf dem der unmittelbaren Erregung der Verdauungsdriisen. Damit mul 
nun allerdings nicht gesagt sein, daB sie nur als Kontrast- und Geschmacks 
mittel iiber das GroBhirn wirksam waren, es kénnte bei jenen wenigstens. 
von denen Stary nachgewiesen hat, daB sie Wirme perzipierende Nerven 
endigungen erregen, eine, allerdings vorlaufig nicht nachgewiesene, reflek 
torische Beeinflussung des Magen-Darmkanals vorliegen, die aber nicht 
zu einer Anderung des Chemismus der Verdauung fiihren wiirde, sondern 
auf dem Gebiete der Motilitét zu suchen wire. 

AnschlieBend seien einige Worte iiber die Wirkung der Galle selbst 
gesagt: Ich habe in zahlreichen Fallen Eigengalle der Versuchstiere ge 
reinigte Ochsengalle und verschiedene gallensaure Salze, untersucht und bis 
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auf sehr seltene Ausnahmen, die schon in der vorhergegangenen Mitteilung 
erwahnt worden sind'), stets eine prompte Wirkung gesehen. Besonders 
das von Neubauer empfohlene Natriumsalz der Dehydrocholsiiure erwies 
sich als stark wirksam. Wahrend von allen friitheren Untersuchern die 
Galle und die gallensauren Salze auf parenteralem Wege gereicht wurden, 
ausgenommen den bereits wiederholt zitierten Rutherford, habe ich vielfach 
auch die Wirkung intraduodenal eingegebener Zusatzgalle und der Cholate 


studiert. Auch auf diesem Wege wirken Galle und Cholate stark galle 
treibend, was ich, die grundlegenden Experimente Schi//s*) bestiitigend, 
nicht unerwaihnt lassen will. In dieser Wirkung liegt die Begriindung 


nicht nur fiir die Berechtigung, sondern geradezu fiir die Notwendigkeit 
der empfohlenen Modifikation der Methodik: Reinjektion der in kleinen 
Perioden aufgefangenen Galle in den Darm. Da8 nicht nur Uberschub 
galle, sondern auch die normal sezernierte Galle, in den Darm gebracht, 
firdernd wirkt, ist bereits einleitend erértert worden. Die Galle hat 
also auf dem Wege der normalen Zirkulation zum Darm und wieder 
guarick vom Darm zur Leber auch die Bedeutung eines physio- 
logischen Stimulans, eines Eigenhormons, dessen Fehlen bei der Methode 
der chronischen Fistel das physiologische Geschehen nicht zum _ Vor- 
teil der Sicherheit der Versuchsergebnisse beeintriichtigt und schlieBlich 
zum voOlligen Versiegen der Gallenproduktion fiihren kann.  Jedenfalls 
bietet die Wirkung der enteralen Reinjektion (Resorption) der sezernierten 
Galle, wie bereits seinerzeit ausgegefiihrt, die Méglichkeit einer Verstarkung 
bzw. Verlangerung der Wirkung cholagoger Stoffe, einschlieBlich der 
physiologischen Cholagoga (Sekretine). Auf welche Weise es unter diesen 
Bedingungen tiberhaupt dazu kommt, daB eine cholagoge Wirkung aufhért, 
oft genug iiberdauert sie die Versuchszeit, so daB sie am Ende des Versuchs 
noch nicht abgeklungen ist, das zu erkléren, reichen die Kenntnisse vor- 
liufig noch nicht aus, da iiber das Schicksal der Gallensiituren, welche 
die hier wirksamen Bestandteile der Galle darstellen (Schiff), nur bekannt 
ist, daB sie normalerweise nicht in den Fizes erscheinen. Es besteht daher 
keine Unterlage dafiir, das Abklingen einer Sekretionssteigerung darauf 
zuriickzuftihren, daB ein Teil der sezernierten Galle jeweils der Riick 
resorption entgeht. 


2. Alkali- und Erdalkalisalze organischer und anorganischer Sduren, 


. Mineralwdsser und Quellprodukte. (Tabelle II.) 


Ich fiihre diese Gruppe hier nur der Vollstindigkeit wegen an. Uber 
die Wirkung der betreffenden Stoffe ist bereits |. ¢. ausfiihrlich berichtet 
worden. Es soll hier nur noch einmal hervorgehoben werden, dab lediglich 
die Sulfate von allen untersuchten Salzen als wirksam im Sinne einer 
Sekretionsvermehrung befunden wurden, aber auch die nur in sehr starken 
Konzentrationen (die absolute Menge schien belanglos). In jenen Kon. 
zentrationen, wie sie in natiirlichen Mineralwiissern (Karlsbader) vorliegen. 
und auch noch wesentlich héheren erwiesen sie sich als wirkungslos. Das 
Karlsbader Mineralwasser ruft eine deutliche, lang andauernde Sekretions- 
steigerung hervor, welche mit einer VergréBerung ‘der Gallenkonzentration 


1) Diese Ausnahmen wurden stets als etwas derart Abnormes angesehen, 
daB Versuche an diesen Tieren als nicht beweisend ausgeschaltet wurden. 
2) Schiff, Pfliigers Arch. f. Physiol. 3, 598, 1870. 
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verkniipft ist. Die Hypotonie des Mineralwassers ist fiir seine Wirkung 
belanglos. Die Galle enthilt normalerweise geringe Mengen von Sulfaten, 
welche nach intravenéser und intraduodenaler Zufuhr von Sulfaten oder 
des Mineralwassers nicht vermehrt werden. Ich habe den Schlu®B gezogen, 
daB die cholagoge Wirkung des Karlsbader Mineralwassers eine durch 
die spezifischen Mischungsverhaltnisse seiner Ionen modifizierte, verstarkte 
Sulfatwirkung ist. Es wurde nur das genannte Mineralwasser untersucht. 
Ahnlich scheint sich das Karlsbader ,,Sprudelsalz** zu verhalten: es ist 
deutlich wirksam, wenn auch schwacher als das Mineralwasser. Ein auf 
Grund der Analysen selbst hergestelltes Salzgemenge wirkt zwar auch, 
aber anscheinend schwacher, als das natiirliche Salz, wahrend ein kiuf- 
liches ,,kiinstliches Karlsbader Salz** nur die Wirkung der reinen Sulfate 
hatte. 

Ob andere Sulfatwasser auch eine sekretionsférdernde Wirkung haben, 
kann a priori aus der Tatsache der Wirksamkeit von Sulfaten nicht ge- 
schlossen werden, es erfordert zur Entscheidung dieser Frage jedes einzelne 
Mineralwasser, wie nicht minder die Quellprodukte, eine spezielle experi- 
mentelle Untersuchung. Mit Riicksicht auf die Wichtigkeit, die diesem 
Gegenstande hinsichtlich der Bewertung, namentlich auch der Quell- 
produkte, zukommt, soll es bei den hier kurz referierten Versuchen nicht 
sein Bewenden finden, sondern dieses Problem zum Gégenstande einer 
besonderen Untersuchung gemacht werden. 


3. Narkotica der Alkoholreihe. (Tabelle I11.) 


Beziiglich des Athylalkohols, der schon vielfach untersucht worden 
ist, lauten die Angaben in der Literatur einstimmig dahin, daB er die Leber- 
sekretion hemmt. Die viel starkere Wirkung des Amylalkohols, der bisher 
noch nicht untersucht wurde und bei dem auch die oben erwahnte gelbe 
Verfarbung der Galle beobachtet wurde, scheint die vielfach vertretene 
Ansicht von einer besonders groBen Schadlichkeit der Fuseléle fiir die 
Leber (Cirrhose) zu stiitzen. Unter Beriicksichtigung dessen, daB die 
Glieder dieser pharmakologischen Reihe allgemeine Protoplasmagifte sind, war 
es sehr wahrscheinlich, daB sie alle auch die Lebertitigkeit hemmen werden, 
und gerade die unter ihnen am meisten, denen auch sonst eine gréBere 
Toxicitat eignet, das sind die halogenisierten und insbesondere chlorierten. 
In der Tat erwiesen sich alle Glieder der Alkoholreihe als hemmend, wobei 
die relative Harmlosigkeit des Athers gegeniiber dem Chloroform zutage 
trat. Die groBe Intensitét der Chloroformwirkung steht durchaus in Uber- 
einstimmung mit den Ergebnissen morphologischer und chemischer Unter- 
suchungen von Whipple (|. c.), aus denen geradezu hervorzugehen scheint, 
daB die Leber gegeniiber dem Chloroform besonders empfindlich ist. 
Mengen, die zu einer Narkose weitaus nicht ausreichen, erwiesen sich in 
seinen Versuchen bereits als hepatotoxisch. Die gréBere Empfindlichkeit 
des Zentralnervensystems gegen die Glieder dieser Substanzengruppe, 
welche fiir ihre Brauchbarkeit als Inhalationsanasthetica und Schlafmittel 
maBgebend ist, diirfte demnach nur eine scheinbare sein. Tatsichlich sind 
die Leberzellen mindestens ebenso empfindlich, aber ihre Lasion ruft keine auf- 
fallenden akuten Erscheinungen hervor. Bei der Inhalation von Chloroform 
auBert sich diese starke Hemmung womdglich noch sinnfalliger, als bei der intra- 
duodenalen Applikation, wiewohl das Gegenteil zu erwarten gewesen wiire. 
Die Narkose wurde mit einem annihernd definierten Gemisch von Chloro- 
formdampf in Luft vorgenommen, welches sich in einer 16 Liter fassenden 
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Flasche befand, aus der und in die das Tier atmete, wobei In- und Ex 
spiration durch mit starker Lauge beschickte Miillersche Fliissigkeits 
ventile getrennt waren. Unter Verwendung einer dicht schlieBenden Atem 
maske erfolgte die Inspiration aus einem kurzen, die Exspiration in ein 
langes, bis zum Boden der Flasche reichendes Glasrohr. Die Flasche war 
mit Stangenkali zur weiteren Absorption des exhalierten Kohlendioxyds 
heschickt. In die Flasche wurden 0,8 cem Chloroform pro narcosi ein 
getropft und durch Rollen der Flasche fiir rasche Verdampfung gesorgt. 
Unter Beriicksichtigung des spezifischen Gewichts des Chloroforms und 
der Gaskonstante ergibt sich eine Konzentration von rund 1 Vol.-Proz. 
Chloroform-(Dampf), welche das Kaninchen bei einer fiir kurze Zeit aus- 
reichenden Sauerstoffversorgung (3,2 Liter) atmete. Bei Anwendung 
dieser Anordnung, welche sich bei uns zu Vorlesungsversuchen bestens 
bewahrt hat, verfallen Kaninchen erfahrungsgeméB nach 5 bis 6 Minuten 
in eine wenn auch nicht ganz reflexlose Narkose, welche ohne Gefahr 
eine halbe Stunde aufrechterhalten werden kann. Das wie gewéhnlich 
mit Urethan narkotisierte Tier atmete von Beginn des Versuchs an durch 
die Apparatur ohne Chloroformflasche, welche sodann, nach Feststellung 
der Normalsekretion in mehreren Perioden, fiir 6 Minuten eingeschaltet 
wurde. Der Effekt war eine die Einatmungszeit stundenlang iiberdauernde 
betrachtliche Senkung der Sekretionsgeschwindigkeit der Galle, welche 
sich erst auf intravendédse Zufuhr von 20cem Karlsbader Mineralwasser 
wieder erholte, ohne aber die normale Hiéhe zu erreichen. Es ergibt sich, 
daB die Leber, wie man das schon aus Whipples Versuchen erschlieBen 
konnte, gegen das Chloroform zumindest ebenso empfindlich ist wie das 
Zentralnervensystem, ja es scheint wahrscheinlich, daB geringere als die 
narkotisierenden Konzentrationen bereits einen EinfluB auf die Gallen 
sekretion haben werden. Die lange Dauer der Sekretionsminderung durch 
Chloroform bietet die Méglichkeit, den EinfluB von Pharmacis auf eine 
geschddigte Leberfunktion zu priifen und hierbei vielleicht noch Stoffe 
aufzufinden, welche bisher als wirkungslos befunden worden sind. Doch 
soll dies zum Gegenstand einer besonderen Untersuchung gemacht werden. 

Die Einatmung von Ather in einer Konzentration von etwa 3 Vol.-Proz. 
Atherdampf in Luft mit der gleichen Versuchsanordnung ergab ebenfalls 
eine Senkung der Sekretionsgeschwindigkeit, doch war diese viel geringer 
und iiberdauerte die Zeit der Einatmung (15 Minuten) nicht wesentlich 
Es scheint daher der Ather im Gegensatz zum Chloroform bloB eine 
richtige, reversible Narkose ohne Dauerschidigung der Leber zu bewirken, 
welche auch dem Ather gegeniiber die gleiche Empfindlichkeit hat, wie 
das Zentralnervensystem. 

Bei dieser Sachlage erfordert die Anwendung der Narkose als 
methodisch kaum entbehrliches Hilfsmittel bei Leberversuchen, insbesonder« 
bei meiner Methodik, die allergréBte Aufmerksamkeit. Ich habe daher 
die Beeinflussung der Gallensekretion durch das von mir zur Narkose 
stets verwendete Urethan in zahlreichen Versuchen gepriift und stets seine 
voéllige Indifferenz feststellen kénnen. Besonders beweisend erscheint 
mir ein Versuch, bei dem Urethan einem bereits durch subkutane Urethan- 
injektion narkotisierten Kaninchen intraduodenal gereicht, keinerlei 
Wirkung erkennen lie8, wihrend die folgende Kontrollinjektion von Cholaten 
prompt wirkte. Auch die GréBe dér oben mitgeteilte, aus meinen Versuchen 
berechnete Sekretionsgeschwindigkeit des normalen Kaninchens, von den 
exzessiv hohen Werten ganz zu schweigen, spricht fiir die Indifferenz des 
Urethans auf die Lebersekretion. 
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Es wire gewiB von Vorteil gewesen, auch noch andere Glieder dieser 
Substanzengruppe zu studieren, doch liegt eine solche Untersuchung eher 
auf dem Gebiete der Pharmakologie der Narkotica, als auf dem der Gallen- 
sekretion. Es soll aber nicht ungesagt bleiben, daB sich hier ein Weg bietet, 
objektiv die gréBere oder kleinere Schiidlichkeit insbesondere der so viel 
gebrauchten Schlafmittel experimentell zu beurteilen. Das Urethan gilt 
auch sonst als ein mildes Schlafmittel, und diese wenigstens in meinen 
Versuchen sich direkt als Ausnahme vordriingende Harmlosigkeit des 
Urethans scheint darauf hinzudeuten, daB die allgemeine Protoplasma- 
wirkung dieser Stoffe Empfindlichkeitsunterschiede der verschiedenen 
Organe verschiedenen Substanzen dieser Reihe gegeniiber zulieBe. Eine 
von Substanz zu Substanz anders abgestufte Empfindlichkeitsreihe der 
Organe kann daher wohl angenommen werden. Bei dem nahezu_ voll- 
stiindigen Mange! irgend einer experimentellen Beurteilungsméglichkeit 
des relativen Wertes der einzelnen Schlafmittel ist es sehr wohl denkbar, 
daB ihre Priifung an der Lebersekretion eine Grundlage fiir eine rationelle 
Auswahl geben kénnte. 


AuBer den erwahnten Substanzen habe ich auch noch den Methy!- 
alkohol untersucht, welcher als Anfangsglied dieser Reihe in manchen 
Beziehungen ein abweichendes Verhalten von den iibrigen Gliedern auf- 
weist. Hinsichtlich seiner Leberwirkung ist er zweifellos weniger wirksam 
als der Athylalkohol. Vergleicht man molare Konzentrationen, so tritt 
diese Minderwirksamkeit noch deutlicher hervor: 1l0cem einer 10proz. 
wasserigen Lésung 31 Millimol waren wirkungslos, erst nach 30 cem 
dieser Lésung = 93 Millimol sah ich eine Hemmung der Sekretion, welche 
ungefahr der entspricht, welche 10cem eines l0proz. Athylalkohols 

21.7 Millimol hervorgerufen haben. Beide wurden intraduodenal gereicht. 
Unter die Teilwirkungen, aus denen sich die besondere Giftigkeit des Holz- 
geistes gegeniiber dem Weingeist ergibt, fallt jedenfalls nicht eine besondere 
Leberwirkung, sondern diese muB gegeniiber den anderen Teilwirkungen 
vollig in den Hintergrund treten. 


Bei allen erwaihnten Versuchen sank mit der Gallenmenge auch ihre 
Konzentration. Auf dieses Parallelgehen zwischen Konzentration und 
Menge habe ich bereits als einer charakteristischen Eigenschaft der Gallen- 
sekretion, wahrscheinlich aller Sekretionen (im Gegensatz zu der Harn- 
absonderung), hingewiesen. Wohl die meisten Autoren, welche sich mit 
eingehenderen Studien iiber die Lebersekretion beschiftigt haben, sahen, 
wie aus ihren Protokollen hervorgeht, dieses Phiinomen, ohne es aber 
hervorzuheben und ihm die, wie ich glaube, groBe Bedeutung beizumessen, 
die es verdient. 


4. Atherische Ole. (Tabelle IV.) 


Die Untersuchung dieser Substanzengruppe erschien besonders an 
gebracht, da ein groBer Teil der so zahlreichen und vielfach verwendeter 
Geheimmittel gegen Gallenleiden und Gallensteinkoliken aus einem Ge 
menge von Krautern besteht, ,,Gallentee*, welche reich an verschiedenen 
atherischen Olen sind und auBer diesen keine sonst irgendwie pharma 
kologisch in Betracht kommenden Substanzen enthalten. Auch sind 
atherische Ole in verschiedenen Spezialpraparaten, welche zur Behandlung 
von Leberleiden und Koliken empfohlen werden, enthalten. 
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Tabelle IV. 
Sitiditie Dosis, Sarees Zahl ee an SB weneng on a: 
Vee Menge Konzentration 

Menthol . . | gesattigte Tvrodelésung 

5eem id (1 V) Vermehrung Vermehrung 
Anethol . . | gesittigte Tyrodelésung 

10 cem id (1 V) = 
Cineol . . . — gesattigte Tvrodelésung 


30 cem id (1 V) 


gesittigte Tvrodelésung 
30 cem id (1 V) a schwache Vermehrung 
. sittigte Tyrodelésung 
( - gese = : . 
ampher 20 cem id (1 V) ‘a Vermehrung 
0,2 g Champhora trita 
suspendiert id (1 V) Verminderung keine 


Experimentelle Beobachtungen tiber die Wirkung des Camphers und 
verschiedener anderer atherischer Ole, welche im hiesigen Institut angestellt 
worden waren [Wiechowski'), Stross*)| hatten ergeben, daB diesen Sub- 
stanzen eine lihmende Wirkung auf die glatte Muskulatur zukomuint, 
insbesondere aber, daB sie spastisch kontrahierte glatte Muskeln zur Er- 
schlaffung zu bringen vermégen, und zwar’direkt, ohne Vermittlung der 
Innervation. Sehr instruktiv waren in dieser Beziehung Versuche an der 
iiberlebenden Gallenblase verschiedener Tiere nach der Methode von 
Magnus (s. Stross). Die verschiedenen gepriiften atherischen Ole verhielten 
sich hierbei quantitativ nicht gleich wirksam, besonders stark hat Campher 
und Menthol gelahmt. Bei dieser Sachlage war es sehr wahrscheinlich, 
daB die lahmende Eigenschaft der atherischen Ole sich auch bei ihrer 
therapeutischen Anwendung éuBert und fiir ihre Heilwirkung verant- 
wortlich zu machen ist. Auf Grund dieser experimentellen Befund: 
wurde die Anregung gegeben, bei der Gallensteinkolik Campher in alko 
holischer Lésung per os zu reichen. Aus den Berichten hiesiger Kliniken 
liber den Erfolg einer solchen Medikation geht hervor, daB man dieser 
Substanzengruppe nicht jede therapeutische Wirksamkeit absprechen 
kann, im Gegenteil, es gelingt vielfach, durch Campherdarreichung den 
Gallensteinanfall zu kupieren. Zweifellos ist dieser therapeutische Effekt 
der Wirkung auf die mit glatter Muskulatur ausgestatteten Gallenwege 
zuzuschreiben. 

Um so interessanter war es, festzustellen, ob den atherischen Olen 
neben dieser Wirkung auch eine solche auf die Gallenbereitung zukommt. 
Ich habe daher vorzugsweise jene atherischen Ole gepriift, deren Wirkung 
auf die Motilitaét von Darm und Gallenblase bereits ermittelt war: Campher, 
Menthol, Anethol, Cineol. Gerade diese (ausgenommen der Campher) sind 
es auch, deren Stammdrogen in erster Linie Bestandteile der verschiedenen 
,,Gallentees** sind. Die beobachtete Wirkung ist eine, wenn auch nicht 
hervorragende und langdauernde, doch einwandfrei festgestellte Férderung 
der Gallensekretion. Die Mengen, welche diese Wirkung hervorriefen, 
sind geringfiigig in Anbetracht der geringen Wasserléslichkeit dieser Stoffe 


1) Wiechowski, Verh. d. waffenbriiderl. Vereinigung. Baden bei 


Wien, 1917. 
2) Stross, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 95, 304, 1922. 
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und des Umstandes, da®B gesittigte wiisserige Lésungen intraduodenal 
zur Anwendung kamen. Nur beim Campher habe ich auch die Wirkung 
abnorm grober Mengen, wie sie therapeutisch kaum in Betracht kommen, 
untersucht, indem ich eine Suspension von Camphora trita in physiologischer 
Salzlésung intraduodenal reichte. Wiahrend der Campher in gesittigter 
wiisseriger Lisung ebenso wirkte wie die anderen atherischen Ole, sah ich 
nach der Einfiihrung der Suspension eine deutliche Hemmung des Gallen- 
flusses eintreten. 

Die Férderung der Gallensekretion durch ‘atherische Ole ist ein inter- 
essanter Befund im Hinblick darauf, daB sie auch in kleinsten Dosen an 
der glatten Muskulatur ausschieBlich lahmend wirken, und daf sie be- 
fahigt sind, auch Nervenendigungen ohne vorausgehende Erregung zu 
lahmen [Herzvagus beim Frosche')], wobei jedoch bemerkt sei, daB die 
Lahmung der glatten Muskulatur durch direkte Wirkung zustande kommt. 
Als Analogon zu der beobachteten erregenden Wirkung auf die Gallen- 
sekretion, die wohl auch direkt, ohne Nervenvermittlung, an der Driisenzelle 
angreift, kann herangezogen werden, daB unter den atherischen Olen wenig- 
stens dem Campher eine erregende Wirkung auf das GroBhirn zukommt, 
welche nicht nur zu einer Wiederbelebung des daniederliegenden Sensoriums 
(analeptische Campherwirkung), sondern auch zu typischen GroShirn- 
krimpfen fiihrt. Da® diese Erregung eine reale und keine Pseudoerregung, 
etwa durch Enthemmung sein diirfte, haben im hiesigen Institut aus- 
gefiihrte Untersuchungen iiber die Wirkung des Camphers auf héhere 
Zentren dargetan, welche, mit psychometrischen Methoden angestellt, 
ergeben haben, dai der Campher zwar keine ausgesprochen férdernde 
Wirkung vom Typus des Coffeins hervorzurufen vermag, daB ihm aber 
auch keinesfalls die lahmende Wirkung des Alkohols zukommt [Stross *)]}. 
Von den Atherischen Olen ist in dieser Richtung nur der Campher 
untersucht. 

Mit der obigen Feststellung, daB allen untersuchten Vertretern dieser 
Substanzengruppe die gleiche férdernde Wirkung auf die Gallenproduktion 
zukommt, ist ein weiterer Beleg dafiir erbracht, daB es berechtigt ist, die 
aitherischen Ole trotz ihrer sehr verschiedenen chemischen Konstitution 
zu einer pharmakologischen Gruppe zu vereinigen, ahniich wie die aus 
chemisch ebenfalls heterogenen Elementen sich zusammensetzende Gruppe 
der Narkotica der Alkoholreihe *). 

Ob diese nicht sehr erhebliche und kurzdauernde Wirkung auf die 
Sekretion, insbesondere neben der viel ausgiebigeren antispatischen Wirkung, 
eine therapeutische Bedeutung namentlich im Kolikanfall hat, ist fraglich, 
immerhin aber nicht ohne weiteres zu verneinen. 

In allen ausgefiihrten Versuchen mit dieser Substanzengruppe konnte 
die Beobachtung gemacht werden, daB die nach der intraduodenalen In- 


1) Stross, |. c. 

2) Stross, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 104, 323, 1924. 

3) Es driingte sich hier die Frage auf, ob auch andere Sekretionen die 
BeeinfluBbarkeit durch atherische Ole aufweisen wie die Leber, bei voller 
Wiirdigung der Tatsache, dai die meisten anderen Driisen durch das 
vegetative Nervensystem weit mehr kontrolliert werden. Aber nicht nur 
die Beeinflussung der Driisen im engeren Sinne, sondern auch eine solche 
der Nierensekretion durch atherische Ole gewinnt erneutes Interesse, 
namentlich wenn man bedenkt, daB die arztliche Erfahrung einigen von 
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jektion sezernierte Galle durch langere Zeit deutlich nach den verwendeten 
atherischen Olen roch. Sie werden also wenigstens zum Teil mit der Galle 
ausgeschieden und machen deren Kreislauf mit. Dieser Umstand ist der 
Intensitat und Dauer der Wirkungen auf Sekretion und Motilitat gewiB 
férderlich, werden doch dadurch Leber und Gallenwege durch langere 
Zeit einer Konzentration an atherischen Olen ausgesetzt, welche zwei- 
fellos viel héher liegt, als sie bei gleichmaBiger Verteilung nach der 
Resorption in die Blutbahn sein kénnte. Ein anderer Nachweis als der 
mit der Nase ist bei allen aitherischen Olen und den sehr kleinen Mengen, 
die hier in Frage kommen, wohl ausgeschlossen. Ist doch sogar auch 
fiir den Campher, nicht einmal in gesa&ttigten wiisserigen Liésungen, die 
sonst nichts anderes enthalten, eine brauchbare quantitative Bestim- 
mungsmethode bisher noch nicht gelungen. Ich habe diesem Punkte daher 
auch keine weiteren Bemiihungen zugewendet. 

Wenn auch die Bedeutung der Sekretionswirkung in therapeutischer 
Hinsicht eine zweifelhafte ist und gegeniiber der Muskelwirkung stark 
in den Hintergrund tritt, so ist sie doch méglicherweise fiir die diatetische 
Bedeutung gewisser Gewiirze in Betracht zu ziehen, welche hiernach, 
den Sekretinen prinzipiell gleich wirksam, die Produktion der Verdauungs- 
sifte fordern kénnen (Kiimmel, Fenchel, Anis, Gewiirznelken, Muskatnul, 
Kappern usw.). 

Vielfach wird den atherischen Olen eine lokal reizende, hyperiimisierende 
Wirkung zugeschrieben. Wenn eine solche auch fiir die kleinen Dosen, 
die bei meinen Versuchen gereicht wurden, gelten sollte, so ist jedenfalls 
diese Teilwirkung an der Sekretionswirkung der Leber nicht beteiligt, 
denn, wie bereits erwahnt, ist Hyperimie der Darmschleimhaut an 
sich ohne EinfluB auf die Gallensekretion. 

DaB der Campher in jenen Versuchen, in denen ich ihn in gréBeren 
Mengen in Suspension in das Duodenum einspritzte, nicht forderte, sondern 
sofort lahmte, kam nicht unerwartet. Denn schon in den ersten Mitteilungen 
iiber die Campherwirkung aus dem hiesigen Institut wurde auf die Analogie 
der physikalischen bzw. Léslichkeitsverhiltnisse zwischen iatherischen 
Olen und den Narkoticis der Alkoholreihe hingewiesen (Lipoidléslichkeit, 
Teilungskoeffizient O1—Wasser). Die prinzipiell lahmende Wirkung der 
aitherischen Ole hat sich als eine ahnliche Protoplasmawirkung, der jede 
Zelle erliegt, erwiesen, wie die der Alkoholnarkotica und die zweifellos 


ihnen eine diuretische Wirkung zuschreibt (Oleum Juniperi, Oleum Petro- 
selini). Daneben diirften aber die bisher so wenig untersuchten kleinen 
Driisen des Respirationstraktus (gewisse Expektorantien) und Digestions- 
traktus nicht tibersehen werden. Ich habe daher versucht, wenigstens 
in einigen orientierenden Experimenten etwas iiber die Wirkung der 
atherischen Ole auf die Mundspeichelsekretion der Katze zu erfahren. Die 
vorlaufigen Ergebnisse dieser Versuche, die mit einer hier nicht naher zu 
erérternden Methode an Katzen ausgefiihrt wurden, sprechen dafiir, dab 
wenigstens dem Campher eine wenn auch schwache férdernde Wirkung 
eigen ist. Es ist daher nicht ausgeschlossen, daB die sekretionsfirdernde 
Wirkung der atherischen Ole nicht auf die Leber allein beschrankt ist, 
eine Wirkung, welche, wie oben ausgefiihrt, als eine direkt die Driisen- 
zellen treffende aufzufassen ist. Damit schlieBen sich die atherischen 
Ole in dieser Hinsicht den Sekretinen an, welche ebenfalls direkt angreifen 
(Wirksamkeit trotz Atropin) und alle Driisen treffen. 
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vorhandene zentrale Erregung des Camphers, zu der nun auch die Steigerung 
der Gallensekretion kommt, muBte als cine Ausnahme bzw. als ein auf 
falliges Abweichen von dem allgemeinen Wirkungstypus angesehen werden. 
Diese Abweichung aiuBert sich an der Leber ganz deutlich in dem gegen- 
siitzlichen Verhalten von Alkohol sowie seiner pharmakologischen Homo- 
logen und kleinen Gaben von Campher sowie anderer atherischer Ole. 
Wir konnten aber feststellen, daB dieser zentralen anfiainglichen Erregunyg 
des Camphers vielleicht gleichzeitig, jedenfalls aber spiater bzw. bei gréBeren 
Dosen eine als zentrale GroShirnnarkose erkannte libmende Wirkung 
des Zentralnervensystems folgt. Bei anderen itherischen Olen ist diese 
ausschlieBlich vorhanden, ohne den so auffallenden positiven Vorschlag 
der Campherwirkung, der wie ein besonders ausgepriigtes Exzitations 
stadium gedeutet werden kann. Bei den Campherversuchen mit groBen 
Dosen kommt also die den Alkoholnarkoticis zukommende hemmende 
Wirkung auf die Gallensekretion zum Vorschein, ein weiterer Beitrag 
fiir die Berechtigung unserer Anschauung von der Elementarwirkung der 
atherischen Ole. 

Hinsichtlich des Konzentrationsverlaufs bei den Versuchen mit dieser 
Substanzengruppe konnte immer nur das auch sonst beobachtete und 
eingangs ausfiihrlich erwiihnte, geradezu gesetzmiBige Parallelgehen mit 
der Sekretionsmenge beobachtet werden. Also auch hier konnte keine 
Substanz gefunden werden, welche eine Verdiinnung der sezernierten Galle 
bewirkt hatte. 

Pohl fand das Menthol an sich als wirkungslos und auch ohne EinfiuB 
auf die Wirksamkeit gallensaurer Salze'), Specht sah beim Hunde vom 
Pfefferminzél eine schwache, unsichere Férderung der Gallensekretion. 
In der alteren Literatur wurde das Menthol zumeist als unwirksam beim 
Hunde befunden. 


5. Die organischen Abjfiihrmittel. Entziindliche Reizung der Darmschleimhaut. 


(Tabelle V). 


Die Abfiihrmittel im allgemeinen und die organischen insbesondere 
spielen in der Therapie der Leberleiden von jeher eine groBe Rolle. Ge- 
sicherte Kenntnisse tiber ihre Wirksamkeit auf die Gallensekretion besitzen 
wir jedoch nicht. Wie die Tabelle V zeigt, erwies sich nur das Podophyllin 
(Podophyllotoxin) als wirksam, und zwar im Sinne einer betrichtlichen 
Steigerung der Gallensekretion, welche in keinem der angestellten Versuche 
vermiBt wurde. Ich befinde mich hinsichtlich dieser Beobachtung in Uber- 
einstimmung mit den Befunden Rutherfords am Hunde mit akuter Fistel. 
Ebenso wie seine zahlreichen anderen zutreffenden Versuchsergebnisse 
ist auch dieses anscheinend ganz in Vergessenheit geraten, so daB in unseren 
besten Lehrbiichern das Podophyllin zwar als praktisch angewandtes 
Cholagogum angefiihrt ist, iiber eine experimentell nachweisbare Wirkung 
jedoch nichts berichtet wird. Ich injizierte das in der bei uns noch in Geltung 
befindlichen Pharmakopoea austriaca VIII enthaltene Praparat Resina 
Podophylli, welches durch Ausfallen des alkoholischen Auszuges der 


1) Die negativen Ergebnisse Pohkls sind sehr wahrscheinlich darauf 
zuruckzufiihren, daB er das Menthol in (gesiittigter) wisseriger Lésung 
intravenés gegeben hat und daher, entsprechend den oben gemachten 
Ausfiihrungen, die in der Zeiteinheit in der Leber vorhandene Mentho! 
menge weitaus geringer war als bei intraduodenaler Applikation. 
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V 


Tabelle 





Bemerkungen 


Wirkung auf 


Konzentration 


Menge 


Dosis, Applikationsart, Zahl der Versuche 


Substanz 


ory 


Vermehrung 


, 


Vermehrung 
, 


(2 V) 
(1V) 
Na-Salz der Gambodgasiure id (1 V) | Verminderung Verminderung | Succus entericus vermebrt 


id 


, 


; 


Seem id 


in 


0,05¢ ,, 5 


O,lg 
Ol g 


Resina Podophylii | 


keine 


keine 


id (1 V) 


Iproz. Lag. 5cem id (1 V) 
0,1g in 6cem id (1 V) 


0,05 g 


Gummiresina ( tutti 


, 


Verminderung Verminderung 


keine 


” 


Extr. Colocynthidis 
Resina Jalapae 


Oleum Ricini 


Succus entericus vermehrt 


keine 


Succus entericus vermebrt 


nicht untersucht 


keine 


Verminderung 


keine 


(1 V) 
) 


( 


id 


-em Wasser emulgiert 


leem in 8< 
| Tropfen in 


Vv 


2 


xem Wasser emulgiert id 


0,05 g in Wasser suspendiert id (1 V) 


5¢ 
0,1g Glukoside id (1 V) 


Oleum Crotonis 


Kalomel . 


Aloe 
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” 


” 


Lag. id (2 V) 


10 proz. 


” 


Radix Rhei 


id (1 V) 


” 


Cortex Frangulae 


Oleum Sinapis 


uccus entericus vermehrt, starke 
Injektion der Schleimhaut 


1 Tropfen in 10cem Wasser id (1 V) 


aether . 
Succus recens 


Verminderung Verminderung $ 


Succus entericus vermehrt, blu. 
tige Imbibition d. Schleimhaut 


2eem id (1 V) 


Raphan 


Wurzel von Podophyllun 
peltatum mit 
haltigem Wasser her 
gestellt wird. Die Sub 
stanz gilt als ein Harz, 
ist aber ein Gemenge 
verschiedener Stoffe. Ich 
gab es intraduodenal, 
ebenso wie die anderen 
hierher gehérigen Harze 
(Gutti, Jalapa) in wiasseri- 
gen Lésungen, welche sich 
unter Anwendung von 
Natriumhydrocarbonat 
leicht herstellen 
ohne daB man befiirchten 
muB, eine allzu alkalische 
Fliissigkeit zu erhalten. 
Die Wirkung des Podo- 
phyllins auf die Gallen- 
sekretion gehért zweifel- 
los zu den beim Kanin- 
chen am _ sichersten zu 
demonstrierenden und 
gleicht in ihrem Ausmab 
nahezu der durch Galle, 
Cholate und Karlsbader 
Wasser hervorgerufenen. 


salzsaéure 


lassen, 


DaB diese Wirkung in 
keinem Zusammenhang 


mit der Ursache der Ab 
fiihrwirkung des Podo- 
phyllins steht, geht daraus 
hervor, daB alle iibrigen 
untersuchten abfiihrend 
wirkenden Harze, welche 
wie das Podophyllin am 
Diinndarm angreifen sol 
len?) (Koloquinten, Gutti, 
Jalapa), keine  Beein- 
flussung der Gallensekre- 
tion hervorriefen. Auch 
die am Diinndarm an- 
greifenden abfiihrenden 
Ole (Ricinus, Croton) 
waren ohne EinfluB. Der 
hemmende EinfluB, der 
von diesen Olen als Fetten 


1) Meyer-Gottlieb, Lehr- 
buch der experimentellen 
Pharmakologie. 
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erwartet werden konnte (s. oben), ist wohl deshalb hier ausgeblieben, weil 
die Menge des gereichten Ricinuséls und erst recht | Tropfen gereichten 
Crotonéls nur einen Bruchteil der wirksamen Dosis des Olivenéls betrug 
oder den hypothetischen Beistoff des letzteren nicht enthalten. Bemerkens- 
wert ist die negative Wirkung des Crotonéls, weil es, wie zu erwarten war, 
eine deutliche Hyperamie der Darmschleimhaut als Ausdruck seiner reizenden 
Wirkung hervorgerufen hat und daher mit einbezogen werden kann zu den 
weiter unten besprochenen Versuchen, welche die eventuelle Wirkung einer 
entziindlichen Reizung der Diinndarmschleimhaut auf die Gallensekretion 
feststellen soliten. 


Zu den am Diinndarm durch Motilitatssteigerung wirkenden Laxantien 
wird auch das Extractum Colocynthidis gezihit bzw. das Glucosid Colo- 
evnthin. Seine Wirkung scheint der des Crotonédls verwandt, héhere Dosen 
machen Hyperimie und Entziindung. Es scheint sich um eine nach der 
tesorption recht giftige Substanz zu handeln. Ich verwendete eine Lproz. 
wiasserige Liésung des offizinellen Extractum Colocynthidis zur intraduode- 
nalen Injektion. Die entziindliche Reizung war besonders stark ausgeprigt. 
Auch Gutti und Jalapa erwiesen sich als wirkungslos. Das Jalapenharz 
wurde unter Zuhilfenahme von Natriumhydrocarbonat gelést, vom Gutti 
verwendete ich eine Natriumseife seines Harzes (Gambodgiasiure), 
welche nach Abtrennung des Gummis aus der naturellen Droge durch 
Lésen des Harzes in Soda und Abtrennung des Sodaiiberschusses durch 
Alkohol gewonnen worden war. Bei einigen Versuchen mit diesen Sub- 
stanzen beobachtete ich eine sonst vermiBte geringe Abnahme der Gallen- 
menge. Ich glaube jedoch nicht, da®B hier eine Wirkung auf die Sekretion 
vorliegt, sondern beziehe sie dann immer auf die bei der nachtriaglichen 
Obduktion festgestellte reichliche (entziindliche ?) Fiillung des Diinn- 
darms mit Fliissigkeit. Rutherford hat darauf hingewiesen, daB unter 
Umsténden sonst sicher zu beobachtende Steigerungen der Gallen- 
sekretion ausbleiben, wenn eine starke Vermehrung des Succus entericus 
eintritt. 

Es zeigt sich also, daB eine am Diinndarm angreifende Abfiihrwirkung 
als soleche ohne EinfluB auf die Gallensekretion ist. Unter diesen Um- 
sténden muB die Wirkung des Podophyllins als etwas durchaus Spezifisches 
angesehen werden. Der, wie ich glaube, berechtigte SchluB auf die Wirkungs- 
losigkeit der Diinndarmdiarrhée auf die Gallensekretion |aBt nicht nur 
das Podophyllin, sondern auch das Karlsbader Mineralwasser als Stojfe 
erscheinen, denen neben und unabhdngig von einer eventuellen Abjiihrwirkung 
eine spezifische Erregung der Gallensekretion zukommt. 


Ebenso negativ wie die Versuche mit den genannten Abfiihrmitteln 
verlief eine Reihe von Versuchen mit solchen Abfiihrmitteln, deren Wirkung 
auf eine Motilitatsbeeinflussung des Dickdarms zuriickgefiihrt wird. Von 
diesen Stoffen habe ich nur einige Anthrachinonglucoside untersucht. 
Schwefel und Phenolphthalein wurden nicht untersucht und die Wirkung 
der gleichfalls abfiihrenden Gallensiuren') ist bekannt. Die von mir ver- 
wendeten Priparate waren mehr oder weniger reine, von ihren Spalt- 
produkten nahezu freie Glucoside, welche aus den alkoholisch-wisserigen 
Extrakten der betreffenden Drogen nach einem in unserem Institut aus- 


') Singer und Gldssner, Arch. f. Verd.-Kr. 18, 192, 1912. 
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gebildeten Aussalzverfahren isoliert worden sind!), Diese Praparate war 

harzfrei und enthielten auch keine Beimengungen von freien Gerbstoffe 

Es sind in Wasser und Alkohol klar lésliche, dunkel gefarbte, amorply 
Pulver, welche schon in Dezigrammen beim Menschen abfiihrend wirken 
Der Wirkungslosigkeit auf die Gallensekretion steht gegeniiber ihre |x 
diesen Versuchen beobachtete Eigenschaft, vom Diinndarm resorbier: 
und mit der Galle ausgeschieden zu werden. Die Ausscheidung tritt nacl, 
der intraduodenalen Einverleibung bald ein und dauert recht lange. Di, 
Galle zeigt bald eine braune Firbung, und es lassen sich in ihr sowohl vor 
als nach dem Verseifen durch Kochen mit Lauge freie Emodine mitte! 
der Borntrdgerschen Farbreaktion nachweisen (Ausschiitteln der ange 
siuerten Fliissigkeit mit Benzol und Schiitteln des abgetrennten Benzo] 
auszuges mit konzentriertem Ammoniak: starke Rotviolettfarbung de- 
Ammoniaks). Von den Dickdarmlaxantien wird angenommen, daf six 
im Diinndarm schwer resorbierbar sind und daher in toto in den Dickdarn 
gelangen, wo sie als solche eine dem Wesen nach kaum noch erklirte Wirkung 
auf die Motilitét hervorrufen. Obige Versuche lassen diese besonders vor 
den Anthrachinonderivaten angenommene schwere Resorbierbarkeit in 
Diinndarm jedenfalls beim Kaninchen als zumindest nicht absolut geltend, 
ja geradezu als problematisch erscheinen. Die Tatsache, daB diese Glucosid: 
im Diinndarm rasch resorbiert werden, in der Galle erscheinen und sic! 
in ihr langere Zeit hindurch nachweisen lassen, laBt die Vermutung al- 
berechtigt erscheinen, dab diese pharmakologische Substanzengrupp: 
nicht ohne therapeutische Bedeutung fiir die Leber ist. Erfahrungen de: 
letzten Zeit weisen darauf hin, daB den Anthrachinonglucosiden eine loka 
antiphlogistische und analgetische Wirkung zukommt?), und es war 
nicht ausgeschlossen, daB eine solche bei der Darreichung per os sich ar 
den entziindeten Gallenwegen éuBern kinnte. Die Bedeutung dieser Stoff 
bzw. ihrer Stammdrogen, die in zahlreichen Geheimmitteln und Priiparater 
gegen das Gallensteinleiden enthalten sind, kénnte auf diese Eigenschaften 
zuriickzufiihren sein, wenn diesen Stoffen iiberhaupt eine Heilwirkung 
zugeschrieben werden kann. 


Vom Kalomel ist angegeben*), daB es in abfiihrenden Gaben einen 
hemmenden, sonst tiberhaupt keinen EinfluB auf die Gallensekretion haben 
soll. In meinen Versuchen war es wirkungslos und die in der Literatur 
angegebene Hemmung diirfte sekundir durch jene von Rutherford ge 
fundene Tatsache einer Vermehrung der Darmfliissigkeit bedingt sein. 


SchlieBlich seien die in der Tabelle V als letzte angefiihrten Versuche 
erwahnt, welche das Ziel hatten, eine Wirkung der entziindlichen Reizung 
der Diinndarmschleimhaut auf die Gallensekretion zu studieren. Die weit 
gehende Unabhiangigkeit der Gallensekretion von direkten Nervenreizen 
ebenso wie das Fehlen reflektorischer Beeinflussung der Gallensekretion 
(Warmeerregung durch Paprika und Pfeffer, Motilitatssteigerung durch 
Laxantien) lieB es kaum erwarten, daB eine entziindliche Reizung de 
Diinndarmschleimhaut auf die Gallenbereitung von Einflu8 wire. Eine 
Hvyperimie des Darmes konnte aber einen kollateralen Afflux der Leber 


1) Wiechowski, Verh. d. deutsch, pharmak. Ges, 1921; Arch. f. exper. 
Path. u. Pharm. 1921. 

2) Wiechowski- Klausner, Dermatol. Wochenschr. 78, 18, 1924. 

8) Meyer-Gottlieb, Lehrbuch der experimentellen Pharmakologie. 
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zur Folge haben, wie er uns heute als Erregungsirradiation im gleichen 
Riickenmarkssegment in Analogie mit den Headschen Zonen*) eine gelaufige 
Vorstellung ist. Es findet sich in der Literatur gelegentlich geradezu der 
Gedanke ausgesprochen, daB auf ahnliche Weise eine Beeinflussung der 
Lebertatigkeit, ihres Stoffwechsels durch chronische Abfiihrkuren miglich 
wire. Die absolute Wirkungslosigkeit einer selbst hochgradigen akuten 
Entziindungsreizung der Diinndarmschleimhaut mit Hyperiimie, Injektion, 
angedeuteten und manifesten Blutungen und blutigen Imbibitionen auf 
die Lebersekretion entzieht wohl diesen Deduktionen die Basis. Zur 
Verwendung kamen neben einer Lésung von Senf6! in Wasser auch 
noch andere Senfél enthaltende Pflanzen (Zwiebelextrakt, Succus recens 
Raphani), alle ohne einen Effekt auf die Gallensekretion. Dazu ge- 
héren auch noch die bereits berichteten Versuche mit Crotonél und 
Extractum Colocynthidis, welche ebenfalls Entziindungserscheinungen 
hervorriefen und als unwirksam auf die Gallensekretion befunden worden 
sind. 
6. Bitterstojjglucoside. (Tatelle VI.) 


Stoffe dieser Gruppe wurden m. W. hinsichtlich ihres Verhaltens zur 
Gallensekretion tiberhaupt noch nicht untersucht, trotzdem viele von 
ihnen in zahlreichen Mitteln und Praparaten, welche gegen Verdauungs- 
stérungen aller Art verwendet werden, enthalten sind. Auch die Glucoside 
dieser Gruppe wurden als reine, nach dem bereits erwihnten Aussalz- 
verfahren dargestellte Substanzen in wisseriger Lésung intraduodenal ge- 
reicht. Mit Ausnahme einer zweifelhaften, zumindest unsicheren Wirkung 
der Glucoside von Herba Centaurii minoris erwiesen sich alle Vertreter 
dieser Gruppe als indifferent gegeniiber der Gallensekretion. Bei Verab- 
reichung der Glucoside von Radix Gentianae trat fiir kurze Zeit eine 
braune Verfarbung der Galle auf. Eine Untersuchung, ob diese Stoffe 
wie die Anthrachinonglucoside mit der Galle ausgeschieden werden, ist 
wegen methodischer Schwierigkeiten unterblieben. 


7. Alkaloide. (Tabelle VII.) 

Zu den in der Tabelle VII angefiihrten ist das bereits bei den Genub- 
mitteln abgehandelte Nicotin hinzuzunehmen. 

Das Strychnin erwies sich so wie das Nicotin als indifferent. Wahrend 
die Wirkungslosigkeit des Nicotins, dessen Wirkungsgebiet vorzugsweise 
auf dem Gebiete des vegetativen Nervensystems liegt, durch die 
Entriicktheit der Leber von Nerveneinfliissen itiberhaupt, verstaéndlich 
erscheinen kénnte, ist die Wirkungslosigkeit des Strychnins beachtenswert 
vom Standpunkt der Verwendung dieses Alkaloids bzw. des Extractum 
strychni als Stomachikum. Diese Wirkung wird nicht einem bisher un- 
bekannten Stoffe, sondern dem Strychnin zugeschrieben. Eine solche, 
die Verdauung in irgend einer Weise férdernde Wirkung findet also jedenfalls 
nicht auf dem Wege einer Beeinflussung der Gallensekretion statt, und es 
nimmt nicht wunder, daB eine Substanz, von der vorzugsweise nervése, 
und zwar zentrale, Wirkungen bekannt sind, auf die Leberzellen ohne 
EinfluB ist. . 

Die hemmende Wirkung von Chinin, Cocain und Morphin steht durch 
aus im Einklang mit dem, was von diesen Alkaloiden sonst bekannt ge- 


') Head, Die Sensibilitétsstérungen usw., Berlin 1898, 
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worden ist. Speziell die hemmende Wirkung des Chinins ist bereits von 
Brugsch und Hersters aus ihren Versuchen erschlossen worden. Vom 
Morphin ist bekannt, daB bei der chronischen Vergiftung die Sekretion 
der Verdauungsdriisen, speziell die Magensaftsekretion und die des Pankreas, 
darniederliegen. Wie diese Versuche zeigen, ist an dieser allgemeinen 
Sekretionshemmung in hohem Grade auch die Leber beteiligt. Auch die 
akute Wirkung des Morphins bzw. Opiums auf den Darm findet zweifellos 
bereits unter Entwicklung einer weitgehenden Sekretionseinschrankung 
mutmaBlich aller Verdauungsdriisen statt, welche ihrerseits erheblich an 
der stopfenden Endwirkung beteiligt ist. Beiléufig erwaihnt diirfte auch 
sonst durch Morphin eine Sekretionseinschrankung hervorgerufen werden, 
auch bei Driisen, welche, wie Mundspeichel- und Bronchialdriisen, in erster 
Linie dem Nervensystem unterworfen sind. Die Wirkung auf die Gallen- 
sekretion deutet darauf hin, daB es sich um eine die Sekretion:zellen 
selbst treffende Wirkung handelt, welche wohl in ahnlicher Weise zu 
deuten ist, wie die viel ausgepragtere und linger dauernde Chininwirkung. 
Da bei Darreichung per os die Leber von allen Organen am intensivsten 
der Wirkung des Morphins unterworfen ist, diirfte die Leberwirkung bei 
dieser Darreichungsart stirker ausfallen als bei der gewéhnlich geiibten 
subkutanen Applikation. Die Verwendung des Morphins im Gallenstein- 
anfall geschieht zweifellos zur Kupierung der Schmerzen. Unter dem 
Kindruck der eben beschriebenen Morphinwirkung kann man an die M dglich- 
keit denken, daB auch eine andersartige Wirkung mitbeteiligt ist. Es ist 
zwar durchaus unbekannt, in welcher Weise eine Sekretionsiinderung den 
Gallensteinanfall beeinflussen mag, es ist aber nicht ausgeschlossen, dab 
eine Minderung der Sekretion vielleicht von giinstigem EinfluB begleitet 
sein kann. 

Die hemmende Wirkung des intraduodenal gereichten Cocains ist 
gering, aber nicht zu iibersehen. In Anbetracht dessen, daB die hervor- 
stechendste Eigenschaft der Cocainwirkung, die lokal anisthetische, Folge 
einer alle Zellen treffenden Protoplasmawirkung ist, der bei langerer Daver 
der Applikation besonders empfindliche Elemente (Cornealepithel) erliegen, 
wobei es selbst zu Nekrosen kommen kann, erscheint die beobachtete 
Sekretionshemmung vom Standpunkte einer allgemeinen Zellschiidigung 
als volikommen verstindlich. Demnach wiire die Leberwirkung des Cocains 
in die gleiche Kategorie einzureihen wie die der Alkoholnarkotica und des 
Chinins. 

Die allgemein bekannte Chininwirkung, der alles Lebende mit dem 
gleichen Endeffekt, wie er durch die Narkotica der Alkoholreihe herbei- 
gefiihrt wird, verfallt, erstreckt sich, wie zu erwarten war, in aus- 
gepriagter Weise auch auf die Lebersekretion, deren Herabsetzung woh! 
nicht anders gedeutet werden kann, als Ldaéhmung der Sekretionszellen 
Diese auBert sich, wie beim Amylalkohol, nicht nur in einer Volumen 
und Konzentrationsabnahme, sondern besonders auffillig in einer Anderung 
der Gallenfarbstoffproduktion. Wie beim Amylalkohol, wird auch nach 
Chiningaben die verminderte und verdiinnte Kaninchengalle gelb, was 
ich immer bei einer tiefgehenden Beschidigung der Leber beobachtet 
habe. Die Wirkung ist langdauernd, wie bei den Alkoho!lnarkoticis, 
insbesondere beim Chloroform, und gibt sich auch darin kund, daB sonst 
prompt und miichtig wirkende Cholagoga nur von geringer Wirksamkeit 
sind. Bei der stark ausgepriigten Chininwirkung wird man _ dieses 
Alkaloid wohl nicht mehr als ein so harmloses Mitte] ansehen diirfen 
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wie bisher. Namentlich die chronische Darreichung erscheint untes 
dem Eindruck der Versuchsergebnisse nicht unbedenklich. Ja, ma: 
wird daran denken miissen, ob die bekannten, sonst der Malaria zu- 
geschriebenen Leberschidigungen nicht etwa durch die  jahrelang 
Chininmedikation mitverschuldet werden. Auch hier kann wieder dix 
Analogie mit dem Alkohol bzw. Fusel6él herangezogen werden, denn sowohl! 
der chronische Alkoholismus, als auch die chronische Malaria fiihren haufig 
zu cirrhotischen Leberveriinderungen. Es ist durchaus nicht ausgeschlosser, 
daB soleche auf der Basis einer primiiren Schadigung der Leberzellen 
entstehen, welche sich zuerst in einer Minderung der Sekretion auBert 


8. Sonstige chemische Prdparate. (Tabelle VIII.) 

Vielleicht bei keinem anderen Stoffe findet sich die eingangs er- 
wahnte Unstimmigkeit der Literaturangaben tiber die pharmakologische 
Beeinflussung der Gallensekretion so ausgepragt, wie bei der Salicyi 
sdure, deren Wirkung auf die Gallensekretion in iiberaus zahlreichen 
Mitteilungen besprochen wird. Als deren Zusammenfassung mag der 
Satz des Meyer-Gottliebschen Lehrbuches gelten, da benzoesaures 
und salicylsaures Natrium in geringem Grade férdernd auf die Gallen- 
sekretion wirken. In meinen Versuchen blieb jede Wirkung, unabhdngig 
von der Applikationsart, aus. Da, wie schon erwihnt, meine Versuchs.- 
anordnung auch negative Ergebnisse voll zu werten gestattet, muB ich 
der Salicylséure jede Wirkung auf die Gallenproduktion absprechen. Zu 
dem gleichen Ergebnis kamen in letzter Zeit Pohl und Brugsch und Horsters. 
Von Wichtigkeit ist es, daB die Salicviséure in der Galle nur nach intra- 
venéser Zufuhr und auch da nur in Spuren nachweisbar ist. Man wird 
daher auch von einer desinfizierenden Wirkung der Salicylsiiure bei infektids 
entziindlichen Prozessen der Gallenwege kaum etwas erwarten diirfen. 

Anders liegen vielleicht die Verhaltnisse beim Urotropin, welches 
zwar auch keinerlei Wirkung auf die Gallensekretion auszuiiben vermag 
Ich konnte in einem ad hoc angestellten Versuch nach intravendser In 
jektion von 2 g Urotropin Schering mittels der Sublimatfallhung unzersetztes 
Hexamethylentetramin leicht nachweisen. Die normale Kaninchengalle 
gibt beim Versetzen mit gesiittigter wasseriger Sublimatlésung eine gering: 
hauchartige Triibung, wahrend nach Urotropininjektion eine deutlich: 
kérnige, weiBe Fallung erhalten wird. Dagegen ist es fraglich, ob in der 
Galle nach Urotropininjektion freier Formaldehyd auftritt. Nach Ent 
fernung des Schleimes durch Essigsaurefallung erhielt ich in der Urotropin 
galle mit dem Reagens von Jorissen-Trendelenburg') (1 Proz. Phloro 
glucin in 33proz. Lauge) eine nur unsichere Rosafairbung, wihrend normal 
Galle eine reine Gelbfarbung gab. 

Das Atophan ist in letzter Zeit Gegenstand ausgedehnter Unter 
suchungen von Brugsch und Horsters (|. c.) gewesen, welche ihm eine exquisit 
galletreibende (,,choleretische**) Wirkung zuschreiben, es als Cholagogum 
unter besonderen Namen (Ikterosan und Atophany]) in die Therapie eingefiihrt 
haben. Die hierauf von ihnen und Grunenberg und Ullmann *) beim Menschen, 
namentlich beim katarrhalischen Ikterus gemachten Erfahrungen lauten 
sehr giinstig im Sinne eines therapeutischen Effekts. Beim Menschen 
erschlossen dieselben Autoren aus Untersuchungen mittels der Einhornschen 


') Trendelenburg, diese Zeitschr. 95, 146, 1919, 
*) Med. Klinik 20. 663, 1924. 
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uodenalsondierung und bei einem Fistel- 
falle ebenfalls eine choleretische Wirkung. 
Inwiefern eine solche die Ursache fiir den 
therapeutischen Erfolg beim katarrhalischen 
Ikterus sein mag, wird nicht na&her dis- 
kutiert und erscheint auch nicht ohne 
weiteres verstiindlich. Ich habe das Atophan, 
ind zwar sein lésliches Natriumsalz, das 
\tophannatrium, schon vor den Verdéffent- 
lichungen Brugschs mit vollkommen nega- 
tivem Erfolge untersucht. Ich vermutete 
unter Beriicksichtigung des Umstandes, dab 
die bei uns!) aufgefundene und _ vielfach 
studierte antiphlogistische Wirkung des Ato- 
phans der des Chinins dem Wesen nach 
wahrscheinlich nahe verwandt ist, eine 
chininartige Hemmung der Gallensekretion 
durch Atophan. Eine solche zeigte sich 
denn auch in einem meiner Versuche, aller- 
dings in geringem MaBe und voriibergehend, 
wihrend in den anderen Versuchen die 
intraduodenale Darreichung des Atophan- 
natriums vollkommen wirkungslos gewesen 
ist. Dieses Ergebnis spricht zweifellos gegen 
eine dem Chinin gleiche Elementarwirkung 
des Atophans. Damit wird die anti- 
phlogistische Wirkung des Atophans, die 
vielleicht mehr als man bisher meint bei 
seiner vielfachen therapeutischen Anwendung 
in Betracht kommt. um so interessanter, 
und man wird, um ihr Wesen aufzuklaren, 
auf indirekten Wegen zum Ziele zu kommen 
suchen miissen. Nach den Veréffentlichungen 
von Brugsch und Horsters habe ich die Unter- 
suchung des Atophans wieder aufgenommen. 
Ich erwéihnte bereits, daB die von mir ge- 
iibte Methode der Urethannarkose laut 
zahlreichen und immer wieder gleichmaBig 
verlaufenden Kontrollversuchen nicht etwa 
mit dem Fehler arbeitet, da®8 durch das 
Urethan die Lebertitigkeit gehemmt und 
damit eine eventuell cholagoge Wirkung von 
Substanzen verhindert wird. Denn das Ure- 
than ist im Gegensatz zu den iibrigen unter- 
suchten Alkoholnarkoticis ohne die geringste 
Hemmungswirkung auf die Lebersekretion, 
weder bei intraduodenaler, noch bei intra- 
vendser Darreichung. Es konnte also die 


') Wiechowski und Starkenstein, Miinch. 
med. Wochenschr. 1913. S. 107; Starkenstein, 
diese Zeitschr. 106, 172. 1920. 
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Dosis, Applikationsart. 
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Verwendung des Urethans nicht die Ursache fiir die andersartige Wirkun, 
des Atophans in meinen Versuchen gegeniiber jenen von Brugsch un 
Horsters sein. Nichtsdestoweniger habe ich in zwei neuerlichen Versuche) 
an Tieren gearbeitet, die nur wahrend der kurze Zeit dauernden Bauc! 

operation mit Ather leicht narkotisiert wurden und nachher kein Na) 
koticum erhalten hatten. Um den Einflu®8 auch dieser kurzen Athe: 
narkose (s. oben) vo6llig auszuschalten, habe ich erst 1 Stunde nac! 
Beendigung der Operation (bzw. Narkose) mit der Messung der & 
kretionsgeschwindigkeit begonnen und das Atophan erst nach vier Norma 

perioden, & 15 Minuten, also noch eine weitere Stunde spiter gereicht 
Auch in diesen Versuchen habe ich jede Andeutung einer ,.choleretische 

Wirkung des Atophans vermi6t. In einer dritten Versuchsreihe habe ic! 
das Atophannatrium intravenés gereicht. In einem Versuch wurde zwa: 
eine geringe und rasch voriibergehende (auf zwei Perioden von 15 Minutes 
beschriankte) Sekretionssteigerung beobachtet, aber in einem = zweite: 
Versuch blieb dagegen jegliche Wirkung auch bei intravenéser Darreichung 
aus, Selbstverstandlich unterblieb in keinem der angestellten Atophan 
versuche die von mir bei negativen Versuchen stets vorgenommene Kontro!! 
injektion von Galle bzw. Cholaten. Wahrend das Atophan wirkungslo- 
war, hat die nachfolgende Injektion von Galle immer eine betrichtlicl 
Sekretionssteigerung bewirkt. Teh kann daher die experimentellen Ey 
gebnisse von Brugsch und Horsters nicht bestitigen und muB dem Atopha: 
eine steigernde Wirkung auf die Gallensekretion absprechen.  Allerding- 
lassen sich meine Versuche mit denen von Brugsch und Horsters an Fiste! 
hunden nicht direkt vergleichen. Trotzdem kann ich es mir durchans 
nicht erklaren, daB bei meiner Versuchsanordnung eine férdernde Wirkung 
nicht hatte hervortreten sollen, wenn sie dem Atophan in der Tat auf div 
normale Lebersekretion zukommt. Ich glaube im Gegenteil, daB, fall- 
eine solche sich aus den Versuchsergebnissen von Brugsch und Horsters 
zwingend ergibt, sie bedingt ist durch die Besonderheit der von dieser 
Autoren angewandten Versuchsmethodik. Ja, meine Erfahrungen an 
Kaninchen fiihren mich eher zu der Auffassung, daB gréBere Dosen vor 
Atophan die Lebersekretion herabzusetzen imstande sind, was besonder- 
bei chronischer Darreichung méglich ware. Damit soll aber durchau- 
nicht der therapeutische Effekt des Atophans beim katarrhalischen Ikteru- 
und bei ahnlichen Lebererkrankungen irgendwie in Frage gestellt werden. 
Ein solcher erscheint mir auf der Basis der antiphlogistischen Wirkung- 
weise des Atophans durchaus méglich und aus dieser heraus verstiéndliche: 
erklarbar als durch eine durchaus unsichere Sekretionssteigerung der 
Leber. Das Atophan erschien in meinen Versuchen auch nicht in der Gall 

Thr saurer Atherextrakt, welcher es hatte enthalten miissen (kiinstlic!: 
zugesetztes Atophan ist in ihm gefunden worden), blieb, in angesiuerte: 

Wasser aufgenommen, mit Phosphorwolframsiure klar, welche das Atopha: 
bei mineralsaurer Reaktion noch in groBer Verdiinnung flockig fallt. 


ITf. 
Zusammenfassung. 
1. Die Unzulanglichkeit der bisherigen Forschungsergebnisse tibet 
die Physiologie und Pharmakologie der Lebersekretion ist durch di 
bisher fast allgemein angewandte Methodik (Hunde mit chronische: 
Gallenfistel) bedingt. Die Ausarbeitung einer brauchbaren Methodik 
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hat es ermdglicht, nicht nur die bisher strittigen Fragen hinsichtlich 
der Sekretionswirkung einzelner Substanzen aufzuklaren, sondern 
auch eine Reihe von physiologisch wichtigen Tatsachen in diesem 
Teile der Verdauung zu ermitteln. Das Wesentliche dieser Methodik 
besteht darin, daB die physiologische Bedeutung des Kreislaufs der 
Galle erkannt und fiir die Methodik ausgenutzt wurde unter Verwendung 
einer Narkoseart, welche die Lebertatigkeit in keiner Weise beeinfluBt. 
"Alle Versuche wurden an Kaninchen ausgefiihrt, welche sich deshalb 
besonders eignen, weil sie eine kontinuierliche und nicht eine inter- 
mittierende Darmverdauung wie die Fleischfresser haben'). Doch laBt 
sich diese Methode auch an Hunden (weniger gut an Katzen) gebrauchen, 
denn auch bei diesen Tieren besteht, unabhangig von der durch die 
Darmverdauung hervorgerufenen Steigerung der Lebersekretion, eine, 
wenn auch geringe, so doch meBSbare und regelmaBige Absonderung 
von Galle im niichternen Zustande. Das Abgehen spaterer Unter- 
sucher von der Rutherfordschen Methode der akuten Fistel ist die 
alleinige Ursache dafiir, daB es auf diesem Gebiete so wenige 
experimentell gesicherte Kenntnisse gibt. Aber auch die Methode 
von Rutherford war mit dem _ prinzipiellen Fehler behaftet, dab 
wegen der dauernden Gallenverluste im Verlauf des Experimentes 
das Verhalten der Leber immer unphysiologischer wurde. Die 
Leber braucht zu ihrer normalen Tatigkeit, die, wie gesagt, auch 
beim Fleischfresser kontinuierlich ist, die aus dem Darmkanal riick- 
resorbierte Galle, welche geradezu als das physiologische Reizmittel 
fiir ihre Tatigkeit angesehen werden mub. 

Durch die Einfiihrung der regelmaBigen Reinjektion der in kurzen 
Zeitraumen sezernierten Galle in das Duodenum wurde eine derart 
regelmaBige Sekretionsgeschwindigkeit erzielt, daB selbst kleine Schwan- 
kungen als gesicherte Wirkungen eines Eingriffs erkannt werden kénnen. 
Durch eine am Schlusse des Experiments vorgenommene Kontroll- 
injektion von Galle oder Cholaten konnten die erhaltenen Versuchs- 
resultate auBerdem in dem Sinne gesichert werden, daB das betreffende 
Versuchstier als fiir Lebersekretionsversuche brauchbar erkannt wurde 
und die allerdings sehr seltenen, gegen Galleninjektion refraktaéren 
Tiere ausgeschaltet werden konnten. 

2. Die normale Lebersekretion von Kaninchen ist weitgehend un- 
abhangig von Geschlecht, Alter und Gewicht der Tiere. Sie betragt 
durchschnittlich 8.9 + 0.67 g Galle pro Stunde, die meisten Tiere 
haben eine Stundengeschwindigkeit von 8 bis 10g Galle. Wahrend 
die Sekretionsgeschwindigkeit der Spezies Kaninchen nur auf 34 Proz. 
genau definiert ist, hat das einzelne Tier eine weitaus genauer definierte 
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SekretionsgroBbe. Sie ist schon auf 2,4 Proz. genau. Denn die Ge- 
schwindigkeit in einem wahllos herausgegriffenen Versuch betrug 
pro Viertelstunde 2,46 + 0,006 g im Durchschnitt. Theoretisch kénnen 
daher bereits Ausschlage, welche pro Viertelstunde tiber 0,05 g liegen, 
verwertet werden. Tatsachlich wurden aber die gréBten beobachteten 
Normalschwankungen, namlich 0,1 bis 0,2g als Grenze angesehen 
und nur dariiber hinausgehende Ausschlage zur Verwertung heran- 
gezogen. So war es méglich, auch nur schwach cholagog wirkende. 
Substanzen als solche zu erkennen, wie z. B. kleine Dosen von atherischen 
Olen, deren Wirkung sich in Ausschlagen von 0,3 bis 0,5 g pro Viertel- 
stunde geiuBert hat. Aus diesem Beispiel geht die Eignung der an- 
gewandten Methode hervor. Bei Einhaltung langerer Messungsperioden 
miissten derartige Schwankungen dem Beobachter entgehen. 

Puerperale, saiugende Tiere weisen zumeist eine abnorm groBe und 
unregelmaBige Lebersekretion auf. 

Es scheint ein allgemeines Gesetz fiir die Lebersekretion, vielleicht 
fiir alle echten Sekretionen zu sein, daB mit einer Steigerung des 
Volumens gleichzeitig eine solche der Konzentration verbunden ist, 
und umgekehrt bei einer Volumenabnahme gleichzeitig auch eine 
Verminderung der Konzentration eintritt. Weit mehr also als im Gesamt- 
gewicht der Galle auBern sich die Schwankungen bzw. Wirkungen 
leberaktiver Substanzen im Gewicht der Trockensubstanz. Es ist 
sicher bemerkenswert, da unter den zahlreichen untersuchten Stoffen 
nicht eine einzige gefunden wurde, welche bei erhaltenem Volumen 
eine Verdiinnung der Galle hervorgerufen hatte, sondern eine solche 
ist immer nur Begleiterscheinung einer toxischen Hemmung der 
Lebertiatigkeit. 

Auch in meinen Versuchen ergab sich kein Anhaltspunkt dafiir, 
daB die Lebertatigkeit durch nervése Mechanismen beeinfluBt werden 
kann. Die das vegetative Nervensystem angreifenden Stoffe erwiesen 
sich alle eigentlich als wirkungslos. Die Gallenbereitung wird also 
im wesentlichen auf chemischem Wege durch die Blutzusammen- 
setzung reguliert. Bemerkenswerterweise ist jedoch eine weitgehende 
Blutverdiinnung durch Infusion physiologischer Salzlésung ohne 
EinfluB, speziell ohne férdernden auf die Gallensekretion. 

Wabhrscheinlich ist es nicht gleichgiiltig, auf welchem der beiden 
Zirkulationssysteme die Substanzen die Leber erreichen. Die intra- 
duodenale (stomachale) Applikation sollte die wirksamere sein als die 
parenterale, bei welcher die Substanzen gleichmabig tiber den ganzen 
Organismus verteilt werden, wihrend sie bei der ersteren in ihrer 
Gesamtheit die Leber passieren miissen. Bemerkenswerterweise ist 
aber die Wirkung der Galle und der Cholate nicht nur rascher. sondern 
auch ausgiebiger bei intravenéser Zufuhr als bei intraduodenaler, 
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soweit man die Sekretionswirkung bei verschiedenen Tieren tiberhaupt 
vergleichen kann. Auch vom Karlsbader Mineralwasser mul gesagt 
werden, daB die intravenése Applikation die sicherer wirksame ist, wenn 
aber die Wirkung nach intraduodenaler Applikation deutlich in Erschei- 
nung tritt, ist sie ausgiebiger als die intravenése. Zweifellos kommt es 
da auf das Schicksal bzw. die Organotropie der betreffenden Substanzen 
und andererseits auf die wohl nicht allgemein gleichen Resorptions- 
geschwindigkeiten vom Diinndarm aus an, deren anzunehmende Schwan- 
kungen und BeeinfluBbarkeiten im Experiment nicht beherrscht werden 
kénnen. Sollte sich in der Tat in dieser Beziehung eine Ausnahme- 
stellung der Gallensiuren ergeben, so ware sie durch ihre absolute 
Hepatotropie bzw. Cholotropie leicht erklarlich, welche bei jeglicher 
Applikationsart mit groBer Geschwindigkeit und am schnellsten bei intra - 
vendser Injektion das gesamte Material in der Leber sich anreichern 1aBt . 

3. Wie die Lebersekretion bei der Verdauung abliuft, ist zwar 
im wesentlichen bekannt gewesen. Die vorstehenden Versuche haben 
es aber wahrscheinlich gemacht, daB nicht die Nahrungsstoffe als solche, 
wie es die Pawlowsche Schule gelehrt hat, einen spezifischen Einflub 
austiben. Reine Eiwei®kérper und deren Produkte der tryptischen und 
peptischen Verdauung, Kohlehydrate und wahrscheinlich auch Fette sind 
als solche wirkungslos. Die immer wieder beobachtete Sekretionsstei- 
gerung durch Albumosen riihrt héchstwahrscheinlich von beigemengten 
Stoffen vom Charakter der Sekretine her. Diese spielen bei der natiirlichen 
Sekretion der Verdauungsdriisen eine gréBere Rolle, als man bisher 
meinte, da sie nicht nur von der Blutbahn aus, sondern auch bei direkter 
Beriihrung mit der Magenschleimhaut wirksam sind. Diesen in den 
Nahrungsmitteln vorgebildeten, bei Bereitung der Speisen wahrscheinlich 
in gréBerer Menge entstehenden Stoffen, sowie den aus der Diinndarm.- 
schleimhaut durch die Magensalzsaure extrahierten kérpereigenen 
Sekretinen ist die nach jeder Nahrungsaufnahme einsetzende Steigerung 
der Gallensekretion zuzuschreiben. Es ist wahrscheinlich, daB diese 
Stoffe in irgend einer Beziehung zum Histamin stehen und dieses 
selbst, welches, per os aufgenommen, bekanntlich himodynamisch 
und auf die glatte Muskulatur wirkungslos ist, wirkt bei der Resorp- 
tion vom Diinndarm aus auch sekretionssteigernd. Es ist daher nicht 
ausgeschlossen, da das Histamin schon normalerweise eine gewisse 
tolle spielt, zumal aus ‘Abels Untersuchungen bekannt ist, daB bei 
jeder Art von EiweiShydrolyse Stoffe entstehen, die sich chemisch 
und physiologisch wie Histamin verhalten. Olivenél hatte zwar eine 
geringe hemmende Wirkung. doch muB es weiteren Untersuchungen 
vorbehalten bleiben, zu entscheiden, ob diese Wirkung den chemisch 
reinen Fetten (Triglyceriden der Fettsiuren) zukommt oder etwa 


irgend einem Begleitstoff 
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Die bei der Bereitung der Speisen (Bromatik) verwendeten Gewiirze, 
einerseits vom Charakter der Warmenerven erregenden (Paprika, 
Pfeffer), andererseits vom Charakter der auBerdem hyperiamisierenden 
und schlieBlich Entziindung erregenden (Senfél, Zwiebel, Rettich) 
sind ohne direkten EinfluB auf die Lebersekretion. Ihre Bedeutung 
als zweckmaBige Zusatze zu Speisen mub auf anderen Gebieten 
liegen. Dagegen erwiesen sich jene itherischen Ole, welche als Wirk- 
stoffe in einigen Gewiirzen (Fenchel, Anis, Kiimmel usw.) enthalten 
sind, als schwache Foérderer in jenen Konzentrationen wenigstens, in 
welchen sie normalerweise mutmaBlich verwendet werden. 

Nicotin und Coffein als wirksame Bestandteile der als Genufmitte/ 
allgemein gebrauchten Kaffee, Tee, Tabak sind als wirkungslos befunden 
worden. 

4. Die Beeinflussung der Darmmotilitat sowie der Darmschleimhaut 
ist ohne EinfluB auf die Sekretionsgeschwindigkeit der Leber. Weder 
eine entziindliche Reizung der Darmschleimhaut (Senfél, Zwiebel, Crotonél). 
noch eine Steigerung der Diinndarmmotilitdt (Kalomel, Ricinusé). 
Crotonél, Jalapa, Gutti, Koloquinten), noch eine Beeinflussung der 
Dickdarmmotilitét, durch Anthrachinonglucoside (Rheum, Frangula, 
Aloe) vermag einen EinfluB auf die Lebersekretion auszuiiben, wiewoh! 
die letztgenannten Stoffe entgegen der geltenden Anschauung bereits 
im Diinndarm resorbiert werden, in der Galle erscheinen und deren 
Kreislauf mitmachen. Dagegen ist eine starke ,,.Vermehrung des Succus 
entericus’’ als solche, wie schon Rutherford beobachtet hat, einerlei 
wie sie zustande kommt, von einer Minderung der Gallensekretion 
hegleitet. 

5. Die Narkotica der Alkoholreihe setzen prinzipiell alle die Sekre- 
tionsgeschwindigkeit der Galle herab, sind zum Teil geradezu von aus- 
gesprochener Giftigkeit fiir die Leber, die sich in exzessiven Fallen in 
einer Verfarbung der verminderten und verdiinnten Galle auBert. Be- 
sonders das Chloroform scheint fiir die Leber ein gréBeres Gift als fiir 
das Zentralnervensystem zu sein. Es bestehen hinsichtlich der Starke 
dieser Leberwirkung erhebliche Unterschiede zwischen den einzelnen 
Alkoholnarkoticis. Das Urethan ist ganz ohne EinfluB auf die Leber- 
sekretion, und zweifellos werden sich bei einer systematischen Unter- 
suchung, die zu einer Gruppierung der gebrauchlichen Schlafmittel 
fiihren soll, noch andere auf die Lebersekretion unwirksame auffinden 


lassen. ' 

6. Ahnlich wie die Alkoholnarkotica wirkt das Chinin, dessen 
_ Protoplasmawirkung in mancher ‘Beziehung der des Alkohols und 
seiner pharmakologischen Homologen nahesteht. Die Empfindlichkeits- 
unterschiede der einzelnen Zellen miissen aber gegeniiber der Chinin- 
wirkung andere sein als gegeniiber der Wirkung der Alkoholnarkotica 
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So ist besonders die Nervenzelle nicht die gegen Chinin am empfind- 
lichsten reagierende, ja ihre Endigungen scheinen, umgekehrt wie beim 
Alkohol, starker empfinglich zu sein. (Lokalanasthetische Wirkung des 
Chinins, die sich sogar nach der Resorption bis zu einem gewissen 
Grade auBern kann.) Die Leber scheint aber gegen beide Gruppen 
die gleiche Empfindlichkeit aufzuweisen. Neben dem Chloroform 
und Amylalkohol ist das Chinin unter allen untersuchten Substanzen 
diejenige, welche die Lebersekretion in ausgesprochenster Weise unter 
Auftreten der mehrfach erwaihnten Verfirbung der Galle herabsetzt. 
Es kann wohl angenommen werden, daB die von Morgenroth dargestellten 
und studierten Hydrocupreinderivate ebenso, vielleicht noch starker 
leberschadigend wirken werden. Von Interesse wird es auch sein, 
die Wirkung des Chinidins mit der des Chinins auf die Leber zu ver- 
gleichen, dessen erheblich stirkere Wirkung auf die Refraktarphase 
des Herzens darauf hindeuten kann, daB ihm médglicherweise auch 
andere Chininwirkungen in verstarktem Mabe zukommen werden. 
Von den sonstigen untersuchten Alkaloiden ist nur das Morphin 
von einer nennenswerten hemmenden Wirkung befunden worden. 
Schwacher ist die durch Cocain bedingte Hemmung. Diese Tatsache 
ist von allgemein pharmakologischem Interesse, da die sowohl dem 
Chinin als auch dem Cocain zukommende laihmende Wirkung auf die 
sensiblen Nervenendigungen beim Cocain viel ausgesprochener ist. 
Die Leberwirkung des Morphins und des Chinins ist vielleicht nicht 
ohne Einflu8 auf Teilsymptome einerseits des chronischen Morphinismus, 
andererseits auf die bei der chronischen Malaria geiibte Chinin- 
medikation bzw. bei ihr auftretende Leberschidigungen. 

7. Den dtherischen Olen miissen wir auf Grund mehrfacher im 
hiesigen Institut ausgefiihrter Untersuchungen eine Elementarwirkung 
zuschreiben, welche der der Alkoholnarkotica zumindest ahnlich ist: 
in gréBeren Dosen kommt ihnen eine auf Grund ihrer physikalischen 
Eigenschaften (Lipoidléslichkeit. Teilungskoeffizient) zu erwartende, 
zentral narkotische Wirkung zu. _ Interessant ist es nun, dab sie 
in kleinen Gaben, soweit sie von mir untersucht worden sind, eine 
férdernde Wirkung auf die Gallensekretion haben, von der bei 
den Alkoholnarkoticis auch keine Andeutung zu sehen war. Das Menthol 
wirkte am intensivsten galletreibend. Soweit sie als Gewiirzstoffe 
Anwendung finden, kann man ihnen daher eine férdernde Wirkung zu- 
schreiben, welche in ihrem AusmaB der der Sekretine ahnlich sein 
diirfte. Sie schejnen auch andere Sekretionen férdernd beeinflussen 
zu kénnen. Auch hier diirfte wieder das MaBgebende eine verschieden 
abgestufte Empfindlichkeit der einzelnen Zellen und Organe sein: 
der lihmenden Wirkung der itherischen Ole ist insbesondere die glatte 
Muskulatur unterworfen. Versuche mit groBen Dosen intraduodenal 
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gegebenen Camphers zeigten, daB die alkoholartige hemmende Grund- 
wirkung der atherischen Ole auch an den Sekretionszellen, wenigstens 
an der Leber, nachgewiesen werden kann. Fir die Wirkung der athe- 
rischen Ole bzw. ihrer Stammdrogen auf die Lebertitigkeit in toto 
kommt aber in erster Linie und mehr als die Sekretionswirkung die 
spasmolytische Wirkung in Betracht, welche sie auf die Gallenwege 
ausiiben. 

8. Weitaus starker férdernd als die atherischen Ole erwiesen sich 
auBer den Gallensiuren und ihren Derivaten, tiber deren EinfluB auf 
die Gallensekretion keine Meinungsverschiedenheit herrscht, unter 
allen untersuchten Substanzen das Podophyllin und das Karlsbader 
Mineralwasser. Hinsichtlich der Intensitaét ihrer sekretionsférdernden 
Wirkung stehen diese beiden den Cholaten kaum nach, ihre Wirkung 
verlauft aber anders. Galle und Cholate wirken, besonders bei intra- 
vendser Zufuhr, plétzlich, stoBartig, die Geschwindigkeit steigt rasch 
und hoch an, verharrt aber nur kurze Zeit auf dem erreichten Niveau, 
um bald auf die Norm abzusinken. Die Wirkung der beiden anderen 
Stoffe, einander ahnlich, ist hingegen protrahierter, einer flachen 
Welle ahnlich: der Héhepunkt der Wirkung wird spater erreicht, 
aber das erreichte Niveau langere Zeit eingehalten und der Abfall 
erfolgt wesentlich langsamer als der Anstieg. Die Wirkung des Karls- 
bader Mineralwassers ist héchstwahrscheinlich zwar grundsatzlich dem 
in ihm enthaltenen Sulfation zuzuschreiben, aber durch Sulfate allein 
kann eine nennenswerte cholagoge Wirkung erst in so betrachtlicher 
Konzentration erzielt werden, daB ihre praktische Verwertbarkeit zu 
diesem Zwecke fraglich ist. Offenbar sind die anderen Bestandteile 
des Mineralwassers dafiir verantwortlich zu machen, daB die Leber- 
zellen eine erhéhte Empfindlichkeit fiir das Sulfation erlangen, 
wiewohl sie, soweit bekannt, an sich keinen EinfluB auf die Gallen- 
sekretion haben. Wie das Sulfation unter den anorganischen Ionen, 
steht auch das Podophyllin seinerseits ebenso isoliert da. Denn die 
grob chemisch ganz ahnlichen Substanzen, (Harze, Harzsiuren), wie 
die oben erwahnten Gutti und Jalapa, lieBen eine derartige Wirkung 
vollig vermissen. 

9. Diesen wenigen cholagogen Stoffen, zu denen neben Galle und 
Cholaten, dem Karlsbader Mineralwasser und dem Podophyllin nur 
noch die Sekretine und die ihnen bis zu einem gewissen Grade ahnlich 
wirkenden atherischen Ole gezihlt werden kénnen, steht eine weitaus 
gréBere Anzahl als unwirksam befundener Substanzen gegeniiber: 
die organischen Abfiihrmittel, die scharfen Gewiirze, die reinen Nabr- 
stoffe, Wasser und Salze, Coffein, Nicotin, Strychnin und andere 
Alkaloide sind bereits genannt. Erwahnenswert ist aber auch die 
Unwirksamkeit einer Reihe von Bitterstoffglucosiden (Ononis, Gentiana, 
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Condurango, Centaurium), die als Digestionsmitte! vielfach 11 Gebrauch 
sind. Auch eine Reihe von synthetischen Praparaten, die mit der 
Gallensekretion in Zusammenhang gebracht worden sind, haben sich 
als unwirksam erwiesen: die Salicylsiure, Urotropin, Atophan. 

10. Bemerkenswert sind die Beziehungen zwischen Ausscheidung 
von Substanzen in der Galle und Sekretionswirkung. Die diesbeziiglichen 
Befunde weisen mit aller Sicherheit darauf hin, daB beide vollstandig 
unabhangig voneinander sind. Wahrend die Anthrachinonglucoside 
und Urotropin ausgeschieden werden, ohne eine Sekretionswirkung 
zu haben, wahrend die schwach wirksamen atherischen Ole zum Teil 
in der Galle ausgeschieden werden, fiihrt das stark cholagoge Karls- 
bader Wasser zu keiner merkbaren Vermehrung der normalen (geringen) 
Sulfatausscheidung in der Galle. Und schlieBlich werden die stark 
wirksamen Gallensiuren wohl quantitativ in der Galle zur Ausscheidung 
gebracht. So wenig also die ,,cholotrope Eigenschaft einer Substanz 
etwas fiir die Sekretionsbeeinflussung aussagt, so kann sie doch von 
therapeutischer Bedeutung sein, wenn diesen Substanzen lokale 
Wirkungen zukommen, die sich an den Gallenwegen auBern kénnen 
(Anthrachinonglucoside, Urotropin, atherische Ole). Hinsichtlich der 
Ausscheidung von Substanzen in die Galle sind nur gelegentliche 
Beobachtungen gemacht worden, die zum Teil mit den Literatur- 
angaben nicht tibereinstimmen. Zweifellos wird auch dieser Teil der 
Leberpharmakologie einer neuerlichen, speziellen Bearbeitung unter- 
zogen werden miissen, denn die Bedenken, die die bisher fast allgemein 
verwandte Methode der chronischen Fistel hinsichtlich der Er- 
kennung einer Sekretionsbeeinflussung erwecken, gelten wohl auch 
fiir die Sicherheit der Resultate von Ausscheidungsversuchen. Jeden- 
falls ist die Ausscheidungsfahigkeit von Substanzen in die Galle fiir 
deren therapeutische Beurteilung von nicht zu _ unterschitzender 
Bedeutung. 

1]. Hinsichtlich der therapeutischen Schliisse, welche aus den 
vorgelegten Ergebnissen zu ziehen sind, sei betont, daB iiber die thera- 
peutische Bedeutung einer Steigerung oder Minderung der Gallen- 
sekretion gegenwirtig nichts ausgesagt werden kann. Es ist Sache 
der Klinik, festzustellen, inwieweit solche Anderungen der Sekretions- 
geschwindigkeit pathologisch bedeutungsvoll und gegebenenfalls thera- 
peutisch wiinschenswert sind. Das pharmakologische Experiment 
kann nur aufzeigen, welche Substanzen férdern und welche hemmen, 
aber niemals tiber die therapeutische Bedeutung der Férderung oder 
Hemmung als solcher etwas aussagen. 

Ganz allgemein wird man aber schlieBen kénnen, daB die sekretions- 
férdernden Substanzen an sich wohl auch einen férdernden Einflub 
auf das Gesamtorgan, die Leber, und umgekehrt die hemmenden 


























208 E. Stransky: Gallensekretion. 


einen schicligenden Einflufs auf die Leberzellen haben werden. Das 
letztere geht jedenfalls zur Evidenz aus dem sonstigen pharmakologischen 
Charakter jener Substanzen hervor, die auf die Gallensekretion in 
erheblicherem AusmaB hemmend wirken (Chloroform, Chinin!). Die 
therapeutischen Erfolge, die die Klinik in letzter Zeit bei der Anwendung 
verschiedener cholagoger Stoffe zu verzeichnen hat, kénnen auch in 
dem Sinne gedeutet werden, daB die cholagoge Wirkung nur ein Zeichen 
fiir die Férderung anderer, weitaus wichtigerer Funktionen der Leber ist 

Die Tatigkeit der fiir die spezielle Pathologie und Therapie der 
Lebererkrankungen so ungemein wichtigen, mit glatter Muskulatur 
ausgestatteten ableitenden Gallenwege einschlieBlich des Sperrapparates 
zum Darmkanal (Oddi) ist langst als vom vegetativen Nervensystem 
abhangig erkannt worden. Dieser Teil der Leberpharmakologie bildet 
kaum etwas wesentlich Besonderes und ist in seinen Grundziigen woh! 
erledigt. Viel sicherer sind also therapeutische Schliisse zu ziehen aus 
den hier nicht behandelten Wirkungen von Substanzen auf die glatte 
Muskulatur, unabhingig davon, daB manche von ihnen (Campher,. 
Menthol) gleichzeitig eine schwache cholagoge Wirkung zeigen. 

SchlieBlich kann man aus lokalen Wirkungen von Stoffen, die 
in die Galle ausgeschieden werden, therapeutische Effekte bei Er- 
krankungen der Gallenwege erwarten, wenn ihnen lokale Wirkungen 
im Sinne einer Antiphlogose (Anthrachinonderivate) oder einer Des- 
infektion (Urotropin) auf die Schleimhaut oder einer Spasmolyse 
(itherische Ole) auf die glatte Muskulatur zukommen. 








Uber den EinfluG der lonenmischung des Milieus 
auf die Tonuseinstellung der Darmmuskulatur durch Acetyl- 
cholin, Pilocarpin und Adrenalin. 


Von 


Jaume Pi-Suner Bayo (Barcelona). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen 
Instituts der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 30. Dezember 1924.) 


Die Tonusregulierung der glatten Muskulatur erfolgt durch das 
vegetative Nervensystem im Verein mit den Wirkungen des Milieus 
auf dieses, auf die in trophischer Abhangigkeit von der Muskelzelle 
stehenden hypothetischen Zwischensubstanzen und auf die Muskelzelle 
selbst. Das Milieu wirkt vorziiglich durch den Gehalt der Gewebs- 
fliissigkeit an Hormonen und Ionen. Bei der Hormon- und Ionen- 
mischung kommt es nicht nur auf den Gehalt der Flissigkeit an einzelnen 
Hormonen und lIonen, sondern ganz besonders auch auf die relativen 
Hormon- und Ionenmengen an, d.h. auf das Verhaltnis der einzelnen 
Hormone und Ionen in der Lésung zueinander. 

Danach kénnen Tonusstérungen entstehen bei der Lahmung oder 
Reizung einzelner Komponenten des vegetativen Nervensystems oder 
bei Stérungen in der hormonalen Zusammensetzung oder der lonen- 
mischung der Kérperfliissigkeit. 

In seiner zusammenfassenden Darstellung tiber die nervése Tonus- 
regulation der Magen-Darmmuskulatur kommt Bickel (1) auf Grund des 
in der Literatur vorliegenden Beobachtungsmaterials, wie auf Grund 
von Arbeiten, die im Verlauf der letzten Jahre in dem hiesigen Labo- 
ratorium ausgefiihrt wurden, zu dem Schlusse, daB die glatte Muskel- 
zelle zum Zwecke der Tonusregulierung vom Parasympathicus tonus- 
steigernd wirkende (tonuspositive) Erregungen empfangt, vom Sym- 
pathicus aber, und zwar wahrscheinfich auf zwei Bahnen, sowohl tonus- 
férdernde, wie den Tonus dampfende (tonusnegative) Erregungen 
bekommt. Bei der Annahme dieser fiir die Tonusregulierung vor- 
handenen dreifachen Innervation der Muskelzelle miiBten an ihr auch 
drei Zwischensubstanzen, eine parasympathische und zwei sympathische 
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gefordert werden. Diese Anschauung geht mit denjenigen von Pal (2 
wie auch in gewissem Sinne mit der von Contarde und Guyon (3) konforn, 
Wenn man nun unter Ausschaltung der zentralen Erregungen ay 
ausgeschnittenen und in Ringerlésung suspendierten Magen oder an 
Darmstiicken arbeitet, dann mu® der Tonus der Muskulatur diese. 
Teiles des Verdauungsrohres unter der Voraussetzung der Konstan, 
der Milieubeschaffenheit und der Erregbarkeit der Muskelzelle selbst 
von dem Erregungszustand der Zwischensubstanz abhangen. De 
jeweilige Tonus muB dann die Resultante der teils gleichsinnigen, teil. 
gegensiatzlichen Erregungen der Zwischensubstanzen sein. 

Wenn man nunmehr die hormonale Zusammensetzung des Miliew~ 
andert, z. B. durch Zufiigung von Adrenalin, Acetylcholin oder ahn 
lichen Substanzen, dann kann die Erregbarkeit der Muskelzellen ge 
andert werden einmal durch Reizung oder Lahmung der intramurale: 
Ganglienzellen oder der sich an die Zwischensubstanz anlagernden 
Nervenendigungen oder durch eine Wirkung dieser Pharmaka auf dix 
Zwischensubstanz selbst, oder endlich durch eine Beeinflussung de: 
eigentlichen Substanz der Muskelzelle. 

Bei solchen Versuchen sieht man nun, daB Acetylcholin und Pilo- 
carpinzusatz zur Ringerlésung regelmaBig den Tonus steigern, wahrend 
bei Adrenalinzusatz in weitgehender Unabhangigkeit von der Dosierung 
bald eine Tonussteigerung, in der Mehrzahl der Faille aber eine Tonus 
verminderung Platz greift. Dieser wechselnde Ausfall der Adrenalin 
versuche wird verstandlich, wenn wir die begriindete Annahme machen 
daB am ausgeschnittenen Darme die tiberwiegende zentrale physiolo- 
gische sympathische Hemmung fehlt, und da®B dadurch am ausge- 
schnittenen Priparat die hemmende Wirkung der ihr dienenden sym- 
pathischen Zwischensubstanz eine besonders starke Beeintrachtigung 
erfahren hat, so daB unter der weiteren Voraussetzung, die in den 
sympathischen Zwischensubstanzen den vorziiglichsten Angriffspunkt 
des Adrenalins postuliert, nunmehr je nach dem zufalligen, durch da- 
Milieu bedingten Erregungszustand bei den sympathischen Zwischen- 
substanzen oder der Muskelzelle selbst, wie auch je nach dem zufalligen 
Erregungszustande der parasympathischen Zwischensubstanz da- 
Adrenalin bald an der einen, bald an der anderen sympathischen 
Zwischensubstanz durch Additionswirkung eine stirkere Erregung 
auslést, die sich dann in einer Tonussteigerung oder einer Tonusver- 
minderung ausdriickt. 

Dieser wechselnde Ausfall der Adrenalinwirkung am _ aus- 
geschnittenen Meerschweinchendarm wird auch durch einige Versuche 
illustriert, die ich in meiner vorliegenden Arbeit mitteilte. 


Dazu legen folgende Beobachtungen in der Literatur vor: Magnus (4) 
sah am ausgeschnittenen Darmpraparat nach Adrenalinreizung gewéhnlich 
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onushemmung, ausnahmsweise Steigerung. Am ausgeschnittenen Frosch- 
magen stellte Boruttau (5) und Oskar B. Meyer (6) eine Tonussenkung fest, 
Boenheim (7) sah sie nur am unversehrten Tiere; am ausgeschnittenen 
Froschmagen sah er nur die Tonussteigerung. Bunch (8) und Salvioli (9) 
<ahen Tonussteigerung. Am Verdauungskanal in situ im Terkérper fanden 
ferner Magnus gelegentlich Tonuserregung des Darms, Aatsch (10) am 
Bauchfensterkaninchen gewOhnlich Hemmung am Darme, manchmal auch 
Erregung. Bei réntgenologischer Beobachtung arn Menschen beobachtete 
Katsch nach Adrenalin bald Tonussteigerung, bald Tonushemmung, Wata 
nabe (11) sah am Hundemagen mit Hilfe der réntgenologischen Beobachtung 
in geeigneten Fiillen nach Adrenalin eine initiale Tonussteigerung mit 
nachfolgender Senkung. 

Weiterhin wird es klar, daB nach einer Anderung der hormonalen 
Beschaffenheit des Milieus, also z. B. nach dem Zusatz von Acetyl- 
cholin und durch die dadurch auBerordentlich gesteigerte Erregung 
der parasympathischen Zwischensubstanz (wahrscheinlich vom Nerven- 
ende aus) die Adrenalinwirkung auf die dem Parasympathicus antago- 
nistische sympathische Zwischensubstanz nicht zur Anschauung kommt, 
sondern da die dem Parasympathicus gleichsinnig wirkende sym- 
pathische Innervationskomponente, die ja ebenfalls durch Adrenalin, 
wie wir annehmen, erregt wird, den iiberwiegenden Einflu®B ausiibt, 
so daB dadurch scheinbar parasympathische Adrenalinwirkungen, 
nimlich eine regelmaBige Tonussteigerung, zustande kommen. In dieser 
Weise lieBen sich z. B. wohl die hierher gehérigen Beobachtungen von 
Kolm und Pick (12) am Kaninchendarm erklaren, die zeigen, dal der 
durch Acetylcholin behandelte Darm nach Adrenalinzusatz oft nach 
einem voriibergehenden Tonusabfall eine starke Tonussteigerung 
erfahrt, die die durch Acetylcholin allein bedingte Steigerung iiber- 
trifft. Atropin hebt diese Tonussteigerung offenbar durch Diampfung 
der Acetylcholinwirkung, wie wir uns vorstellen, auf. 

indlich muB auch eine Anderung in der lonenmischung des Milieus, 
also beim ausgeschnittenen Magen-Darmpriiparat eine Anderung in 
der Zusammensetzung der Ringerschen Fliissigkeit den Tonus beein- 
flussen, sei es durch Wirkung auf die Nervenendigungen, die Zwischen- 
substanz oder die Muskelzelle selbst. 


So fanden Tetzner und Turold (13), daB Ca-Zusatz zur Ringerlésung 
die Magenbewegungen hemmt, und daB diese Hemmung durch Acety! 
cholin und BaCl, durchbrochen wird. Kalium hat eine entgegengesetzte 
Wirkung. In derselben Richtung liegen die Beobachtungen von Zondek (14), 
der dem Parasympathicus und Sympathicus die Aufgabe zumiBt, die 
lonenwanderung an und in der Zelle zu dirigieren und eine Konzentrations 
anderung der Elektrolyte herbeizufiihren, d. h. sie dorthin zu schaffen, 
wo es nétig ist, um die physiologischen Veriainderungen in der Zelle, also 
in dem vorliegenden Falle im Kontraktionszustand der Muskulatur zu 
erméglichen. Nicht die Elektrolyte reizen die vegetativen Nerven, so 
meint Zondek, und die Zwischensubstanzen, sondern umgekehrt, die 
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Nerven dirigieren die Elektrolyte, und diese bahnen in der Zelle den Weg 
auf dem die Nerven ihre Wirkung ausiiben kénnen. Denn anderenfal! 
muBte z. B. die Kaliumwirkung nach Lahmung der parasympathische: 
Apparatur durch Atropin aufgehoben werden, was nicht der Fall ist. Aut 
gleicher Linie béewegen sich endlich die Beobachtungen von Jendrassik (15) 
wic von Froboese (16), der am Froschmagen bei Steigerung der Kalium 
konzentration eine erregende Wirkung fand, mit der Einschrinkung, 
daB in beiden Fallen sehr groBe Dosen eine Lahmung verursachen. Endlic! 
sind in diesem Zusammenhang die ausfiihrlichen Untersuchungen vor 
M. Rosemann (17) zu nennen, der am Diinndarm von Frosch und Ratt 
arbeitete. Er fand, daB bei Abwesenheit von Ca in der Ringerlésung schor 
ein kleiner UberschuB von K lihmend auf die Pendelbewegungen und 
den Tonus wirkt. Bei Anwesenheit von Ca und Fehlen von K wirkt der 
Zusatz kleiner K-Mengen hemmend auf Rhythmik und Tonus, wahrend 
Zusatz von mittleren Mengen K den umgekehrten Effekt hat, indessen 
der Zusatz von noch gréBeren Mengen K wieder ryhthmik- und tonus 
steigernd wirkt. Bei der Abwesenheit von K in der Ringerlésung bewirken 
Ca-Dosen, die den normalen Ca-Gehalt um ein Vielfaches iibertreffen. 
eine Tonussteigerung. Erst ganz hohe Ca-Dosen senken in diesem Falle 
den Tonus. Bei Anwesenheit von K machen auch kleinere Ca-Dosen (bi- 
zum 2,5fachen der normalen) eine Tonussteigerung. Bei Anwesenheit 
von K_ bewirken gréBere Ca-Dosen dagegen eine Tonussenkung. Es ist 
auch nach Rosemann fiir die Wirkungsart der Ca- und K-Ionen haupt 
siichlich das Verhiltnis beider Ionen zueinander und nicht deren absolute 
Konzentration in der Lésung maBgebend. 


Wie dem nun sei, ob die Nerven die lonenwanderung in der Zelle 
dirigieren, oder ob die Ionen die Nerven und Zwischensubstanzen er- 
regen, oder ob beide Vorgainge, was wohl am wahrscheinlichsten ist. 
nebeneinander hergehen, es lehren alle diese Versuche, dap eine Anderung 
in der Ionenmischung des Milieus auch Anderungen im Tonus der Musku- 
latur nach sich zieht, und dab die Anreicherung der normalen Ringerlésung 
mit Kalium im allgemeinen Wirkungen ausiibt, die denen einer Para- 
sympathicusreizung entsprechen, wahrend Anreicherung mit Ca 
Effekte auslést, die der Erregung des hemmenden Sympathicus analog 
sind. Aber diese Wirkungen sind durchaus an die Dosierung dieser 
Substanzen gekniipft. Bei Anderung der Dosierung andern sich auch 
die Effekte, und es ist insbesondere beachtenswert, da Zusatz kleinerer 
und mittlerer Ca-Mengen zur normalen Ringerlésung tonussteigernd., 
gréBerer Ca-Mengen aber tonussenkend wirkt. Genau wie beim Adrenalin 
tritt auch hier eine verschiedene Wirkung des sympathicotropen Calciums 
auf den Tonus zutage. 

Ks ist vorlaufig noch nicht méglich, von einem einheitlichen Gesichts- 
punkte aus eine Deutung der verwirrenden Fiille an Einzelbeobachtungen, 
die zu diesem Gegenstande in der Literatur vorliegen, zu geben. Es 
ist auch nicht méglich, die an dem gleichen Organ bei verschiedenen 
Tieren gewonnenen Beobachtungen auf eine gemeinsame Plattform zu 
bringen, da die Innervationsverhiltnisse, zum mindesten des Magens, 
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bei den verschiedenen Tieren in quantitativer Beziehung nicht ganz 
identisch zu sein scheinen. 

Wir miissen uns mit der allgemeinen Feststellung begniigen, dab 
alle diese Beobachtungen uns kennengelehrt haben, eine Anderung in 
der Ionenmischung des Milieus bedinge Anderungen im Tonus der 
glatten Muskulatur. 

Viel genauer sind wir, wie wir sahen, unterrichtet iiber die Folge 
der Anderung der hormonalen Beschaffenheit des Milieus auf den Tonus. 
Hier haben wir feste Stiitzpunkte gewonnen, und die theoretische 
Ausdeutung der experimentellen Erfahrungen kann heute schon in 
weitaus befriedigenderer Weise vorgenommen werden. Nun kénnen wir 
uns die Frage vorlegen, wie eine Anderung der lonenmischung des 
Milieus die Wirkung der hormonalen Substanzen auf den Tonus modi- 
fiziert, deren Wirkung wir bei normaler lonenmischung genau kennen. 

Am Herzen ist diese Frage mehrfach studiert worden. Ich verweise 
auf die Arbeiten von Kolm und Pick (12), wie von Burridge (18). Am 
Magen-Darmtraktus liegen nur wenige Beobachtungen vor. Rosemann (17) 
fand am Frosch- und Rattendarm, daB8 Ergotoxin bei K-freier Ringer- 
lésung tonussteigernd wirkt, bei Ca-freier Ringerlésung aber tonussenkend. 
Pilocarpin ist auch bei Ca-Mangel wirksam. Ferner sah er folgendes: Wenn 
zu einem in Ca-freier Ringerlésung suspendierten Darm Adrenalin zugefiigt 
wird, so entsteht auf Ca-Zusatz nicht wie gewoéhnlich (scilicet bei Abwesen- 
heit von Adrenalin) bei der betreffenden Ca-Dosis eine Tonussteigerung, 
sondern eine Tonussenkung. Es resultiert also aus der Addition von 
Adrenalin und Ca eine offenbar sympathische Hemmungswirkung. Wird 
aber die Adrenalinwirkung durch K- und Ergotoxin aufgehoben, so tritt 
auf Ca-Zusatz bei derselben Dosierung eine Tonussteigerung auf. Tetzner 
und Turold (13) arbeiteten am menschlichen Magen. Sie studierten vor- 
ziiglich den EinfluB einer Ca- oder K-reichen und einer Ca- und K-freien 
Ringerlésung auf die Wirkung von Adrenalin und Acetylcholin. Das Er- 
gebnis war folgendes: In Ca-reicher Ringerlésung tritt Verstarkung der 
hemmenden Adrenalinwirkung auf, die von Acetylcholin und BaCl, durch- 
brochen wird. Durch K-reiche Ringerlésung wird die hemmende Adrenalin- 
wirkung abgeschwiicht, die Acetylcholinwirkung wird nicht nachweislich 
beeinfluBt. In der Ca-freien Ringerlésung wird die hemmende Adrenalin- 
wirkung, wie auch die erregungssteigernde Acetylcholinwirkung abge- 
schwiacht, wiaihrend die K-freie Ringerlésung die hemmende Adrenalin- 
wirkung wie die erregende Acetylcholinwirkung verstirkt 

An diese Beobachtungen kniipfen meine Versuche an. Meine 
Fragestellung lautete: Wie wird am tiberlebenden Darm durch Mangel 
an K oder Ca in der Ringerlésung die Wirkung von Acetylcholin, Pilo- 
carpin und Adrenalin beeinfluBt? Meine Versuchstiere waren Meer- 
schweinchen. 

Ich fasse das Ergebnis meiner Versuche hier zusammen. 


1. Acetylcholin und Pilocarpin bewirken bei normaler Ringer- 
lésung eine Tonussteigerung, die bei Acetylcholin betrachtlicher ist, 
als bei Pilocarpin. 
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2. Adrenalin erzeugt bei normaler Ringerlésung und _  gleiche 
Dosierung an einzelnen Darmen eine Tonussenkung, an anderen ein 
Tonussteigerung, die aber geringer ist als die Tonussteigerung nac} 
Acetylcholin oder Pilocarpin. Mitunter sieht man auch an ein und 
demselben Darmpraparat, dali eine gréBere Adrenalindosis eine Tonus 
senkung, eine geringere aber eine Tonussteigerung macht. In wiede: 
anderen Fallen bewirkt eine bestimmte Adrenalindosis nach initialer 
ziemlich kraftiger Tonussteigerung eine sehr starke Tonussenkung 

3. In der Ca-freien Ringerlésung ist die Acetylcholinwirkung stark 
herabgesetzt, die Pilocarpinwirkung kann tiberhaupt ausbleiben, di: 
tonussteigernde und die tonussenkende Adrenalinwirkung sind stark 
abgeschwacht. 

4. In der K-freien Ringerlésung ist bei ungefiihr normaler Kontrak 
tionshéhe die Acetylcholinkontraktion hinsichtlich der Dauer der Kon 
traktion auberordentlich verlangert, die Pilocarpinwirkung zeigt ent 
weder eine verstarkte Tonussteigerung oder eine Vermehrung der Zah|! 
und der Héhe der Einzelkontraktionen. Die Adrenalinwirkung scheint 
nicht verandert zu sein; denn wenn ein Darmpriparat in normaler 
Ringerlésung auf eine bestimmte Adrenalindosis eine Tonussteigerung 
zeigte, so zeigte es sie auch und in ungefahr gleichem Umfange in 
der K-freien Ringerlésung bei gleicher Adrenalindosis: dasselbe gilt 
auch fiir den Fall, daB Adrenalin an einem Praparat die Tonus- 
senkung machte. 

Diese Versuche, die das Studium der Modifikation der Wirkung 
der parasympathico- und sympathicotropen Pharmaka auf den Tonus 
der Muskelzelle in Abhangigkeit von der lonenmischung des Milieus 
zum Vorwurf haben, stehen in enger Beziehung zu denjenigen, bei 
denen die Modifikation des Reizungseffektes der einzelnen vegetativen 
Nerven auf die Muskulatur bei Anderungen der Lonenmischung des 
Milieus festgestellt wird. Das ist bisher vorziiglich am Herzen studiert 
worden. So fand Fr. Kraus (19), dem wir eine Reihe glanzender Unter- 
suchungen zu den uns hier beschaftigenden Fragen verdanken, dal} 
nach einer Vorbehandlung mit Calcium die elektrische Vagusreizung 
keine Hemmung, sondern eine Erregung des Herzens bewirkt. Anderer- 
seits fanden Spiro (20), Chiari und Fréhlich (21) am Herzen, und Tetzne: 
und Turold (13) am Darme, daB bei Ca-Mangel die Vagusreizung er- 
folglos ist. Das letztere stimmt mit meinen Beobachtungen durch- 
aus tiberein. Denn auch ich sah am Darme, da® in Ca-freier Ringer- 
losung die Wirkung der parasympathicotropen Reizmittel Acetylcholin 
und Pilocarpin stark gedimpft ist. 

Mit wenigen Worten sei hier noch auf die theoretische Ausdeutung 
meiner Versuchsergebnisse eingegangen. Uber den wechselnden Ausfall 
der Adrenalinwirkung am ausgeschnittenen Darm in normaler Ringer- 
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losung wurde oben schon das Notige gesagt. Besonders méchte ich 
dazu noch hervorheben, daB genau, wie ich es in meinen Versuchen 
velegentlich sah, auch am Magen des Hundes nach Watanabes (11) Beob- 
ichtungen aus dem hiesigen Laboratorium, und zwar bei normalem 
liere, bei dem der Magen réntgenologisch beobachtet wird, Adrenalin- 
injektion haufig zunachst eine Tonussteigerung und dann erst die 
lonussenkung macht. Auch der Versuche von Suda (22), Kuroda (23) 
und Mitsuda (24) aus unserem Laboratorium sei hier gedacht, die zeigen, 
da Magen- und Darmabschnitte des Hundes nach voraufgegangener 
Degeneration der samtlichen extramuralen Nerven im ausgeschnittenen, 
in Ringerlésung suspendierten Praparate auf Adrenalin nur mit einer 
Tonussteigerung reagierten, wahrend die Kontrollpraparate von dem- 
selben Tier, bei denen keine Degeneration der extramuralen Nerven 
voraufgegangen war, bei identischer Behandlung mit Adrenalin eine 
Tonussenkung aufwiesen oder eine Tonussteigerung nicht in gleichem 
Umfange erkennen lieBen. 

Durch die voraufgegangene Nervendegeneration entbehren jene 
Praparate die funktionstiichtigen intramuralen Endigungen der extra- 
muralen Nerven, die die Kontrollpraparate noch besitzen. Im aus- 
yeschnittenen Ringerpraparat verfiigt also das Adrenalin im letzteren 
Falle tiber mehr Angriffspunkte als im ersteren Falle. Es kann am 
Praparat mit nicht degenerierten Nerven speziell auch die Endigungen 
der extramuralen sympathischen Hemmungsnerven stark erregen, also 
die Bahn der besonders stark wirkenden zentralen sympathischen 
Hemmung, dergegeniiber schon in der Norm der EinfluB der Bahn der 
zentralen sympathischen Erregung in den Hintergrund tritt. So scheint 
alles dafiir zu sprechen, dab die Hemmung tiberhaupt, wie es auch 
Boenheim (\.c.) annimmt, am Magen und Darme in erster Linie zentralen 
Ursprungs ist, und daB diese zentrale Hemmungswirkung um so unvoll- 
kommener durch Reizung der intramuralen sympathischen Gebilde 
durch Adrenalin ersetzt werden kann, je vollkommener die Ausschaltung 
der extramuralen sympathischen Hemmungsbahn ist. Am aus- 
geschnittenen Magen-Darmstiick ist sie nur durchschnitten, am aus- 
geschnittenen Magen-Darmstiick mit voraufgegangener Degeneration 
aber ist sie vollkommen vernichtet. Hier kann es nur noch intra- 
murale sympathische Ganglienzellen nebst ihren Nerven zur 
Muskelzelle geben, die hemmend wirken. Darum zeigt das Darm- 
stiick mit degenerierten extramuralen Nerven auf Adrenalinreizung 
vorziiglich die Tonussteigerung, das andere aber vorziiglich die Hem- 
mung oder Erregung mit nachfolgender Hemmung oder in manchen 
Fallen auch nur die Erregung. Dazu ist noch zu sagen, dab das 
Adrenalin sicherlich neben der Zwischensubstanz auch auf die Nerven- 
endigungen wirken diirfte, und daB eine Reizung dieser, wo sie vor- 
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handen sind, auch die Erregung der durch Adrenalin gleichzeitig yg: 
reizten Zwischensubstanz noch entsprechend verstarken muB. 

Warum wird nun in der Ca-freien Ringerlésung die Wirkung von 
Acetylcholin, Pilocarpin und Adrenalin abgeschwacht, und zwar am 
Magen und Darm, wie aus meinen Versuchen am Darm und denen von 
Tetzner und Turold am Magen klar hervorgeht! Die Auswirkung de: 
parasympathischen, wie beider Arten der sympathischen Erregung 
wird durch den Ca-Mangel verhindert. 

Auf der einen Seite sehen wir, daB Ca-Uberschu8 im wesentlichen 
die Reaktionen auslést, die einer Sympathicusreizung entsprechen 
(Zondek u.a.), also in einseitiger Weise mit der Sympathicuswirkung 
in Beziehung zu stehen scheint. Auf der anderen Seite sehen wir, dal} 
Ca-Mangel die Wirkungen beider Nervensysteme beeintrachtigt, woraus 
jedenfalls folgt, daB das Ca fiir die Wirkung beider Systeme notwendig 
ist. Man kénnte sich vorstellen, daB, wie Zondek meint, das Ca in 
positiver Weise die Bedingungen fiir die sympathische Nervenwirkung 
in der Muskelzelle setzt, daB aber der Ca-Mangel verhindert, daB das Kk 
und Na die fiir das Zustandekommen der parasympathischen Nerven- 
wirkungen erforderlichen Bedingungen in der Zelle herbeifiihren. Es 
kénnte die Konzentrierung von K und Na in einer bestimmten Richtung 
in der Zelle von dem diesen beiden lonen antagonistischen Ca mit ab- 
hangig sein. 

Warum aber bewirkt dann der K-Mangel eine Steigerung der 
Wirkung der parasympathischen Erregung, vielleicht auch der sym- 
pathischen Erregung, wie es 7J'etzner mit T'urold am Magen sahen, ich 
es am Darme allerdings nicht finden konnte’ In der K-freien Ringer- 
lésung ist noch die andere Komponente erhalten, die mit dem K _ viel- 
fach in ihrer Wirkung Hand in Hand geht, nimlich das Na. Bei 
Reizungen mit Na entspricht nach Zondek (14) der Reizungseffekt 
gewohnlich einer abgeschwachten Parasympathicusreizung. Es miifte 
der K-Mangel also eigentlich eine Herabsetzung in der Wirkung der 
parasympathischen Reizung machen. 

Da er aber das genaue Gegenteil hervorruft, mub durch den 
K-Mangel das Milieu fiir die parasympathische Erregung giinstiger 
gestaltet werden. Das kann einmal geschehen durch den relativen 
Uberschu8 von Ca, und zwar in der vorhin besprochenen Weise, nur 
daB das Ca jetzt richtungsgebend auf das Na wirkt. Es wiirde also 
bei K-Mangel die Na-Wirkung iiberwiegen, sie wiirde aber auch in 
positiver Weise fiir die Auswirkung der parasympathischen Erregung 
giinstigere Bedingungen schaffen kénnen, wenn das K auch in einem 
gewissen Gegensatz zu dem Na-lIon gestanden hatte, was wohl an- 
zunehmen ist, obschon beide die Parasympathicuswirkung doch im 
Grunde begiinstigen. So wiirden wir verstehen, warum in der K-freien 
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Ringerlésung die Parasympathicuswirkung gesteigert ist; sie ware es 
wegen der durch den K-Mangel verstarkten Na-Wirkung und der 
verstarkten Na-Direktion durch den relativen Ca-UberschuB. Wegen 
des Fehlens des einen Ca-Antagonisten, namlich des K in dieser Lésung, 
ist es verstandlich, warum unter Umstanden auch die sympathische 
Wirkung verstarkt sein kann, wie es T'efzner und Turold am Magen sahen. 

Es wiirde also in der K-freien Lésung das Fehlen des einen Anta- 
gonisten zum Ca und Na, namlich des K, gerade das Umgekehrte be- 
wirken, wie das Fehlen des Ca in der Ca-freien Lésung, namlich nicht 
wie in dieser letzteren eine Hemmung in der Konzentration der tibrigen 
beiden lonen in einer bestimmten Richtung, sondern eine Férderung 
in diesen Vorgangen. Mit anderen Worten: das Ca dirigiert durch 
seinen Antagonismus gleichsinnig richtungsgebend mit der para- 
sympathischen Wirkung das Na und K, ohne selbst Trager dieser Wirkung 
zu werden; das K wirkt der durch die parasympathische oder sym- 
pathische Reizung ausgelésten Wanderung von Na bzw. Ca entgegen 
und hemmt so die Wirkungen beider nervéser Systeme. Beim Ca-Uber- 
schuB muB folglich je nach der GréBe dieses Uherschusses entweder 
eine Begiinstigung seiner richtungsgebenden Wirkung auf die K- und 
Na-lonen auf Grund seiner, diesen antagonistischen Eigenschaften 
eintreten, also eine Begiinstigung der parasympathischen Wirkung 
zustande kommen, oder aber eine Begiinstigung der tonussteigernden 
oder tonushemmenden Sympathicuswirkung entstehen infolge der 
positiven Wegbahnung fiir diese durch es selbst. Bei K-Uberschu’ 
aber muB sich entweder sowohl bei der parasympathischen, wie auch 
bei der sympathischen Wirkung eine Bremsung in der dabei auftretenden 
Wanderung der Ca- und Na-lonen zeigen, also eine Herabsetzung beider 
Wirkungen eintreten, oder aber eine Steigerung der parasympathischen 
Wirkung durch positiveWegbahnung durch es selbst fiir dasselbe entstehen. 

Mit diesen SchluBfolgerungen gehen auch die Anschauungen von 
Rosemann insofern konform, als dieser den K- und Ca-lonen sowohl 
tonussteigernde wie tonusherabsetzende Wirkungen zuerkennt, die 
von den gegenseitigen Mischungsverhiltnissen der beiden lonen im 
Milieu abhangig sind. 

Es wird noch vieler Arbeit bediirfen, bis wir in diesen auber- 
ordentlich verwickelten Verhaltnissen klar sehen. So beanspruchen 
auch meine theoretischen Ausfiihrungen nur den Wert eines Versuches, 
fiir die von mir beobachteten Erscheinungen das Verstindnis an- 
zubahnen. 


Experimenteller Teil. 

Die Meerschweinchen wurden durch Nackenschlag getétet, dann 
wurde ein etwa 5cm langes Stiick des Diinndarms herausgeschnitten und 
in das mit Ringerlésung von 37°C beschickte, 80 ccm fassende Glasgefib 
gebracht und in der iiblichen Weise an einem Ende fixiert und am anderen 
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Ende mit der Fadenklemme des Engelmannschen Herzhebels verbunden. 
Durch die Ringerlésung perlte dauernd Sauerstoff aus einer Bombe. Die 
Ringerlésung in dem GefaiB konnte durch entsprechende Zu- und Abflulbi- 
einrichtungen leicht gewechselt werden. Die Zusammensetzung der ver- 
wandten Lésungen war folgende: 





1. Normale Ringerlésung 2. Castreie Ringerlésuny 3. Kefreie Ringerlésung 
See i. + ee 7,5; NaCl. ‘ 75 
| ee iF¢ (: See IS 3a > ae 2.0 
CaCl, re a 2,0 Aqua dest. ad 1000 Aqua dest. ad 1000 
Aqua dest. ad. L000 


I. Versuche iiher die wechselnde Adrenalinwirkung auf den in normale: 
Ringerlésung suspendierten Darm. 
Im ganzen wurden fiinf Meerschweinchen untersucht. Mitunter wurde 
dasselbe Darmstiick nach Auswaschen mit warmer Ringerlésung zu mehreren 


Versuchen benutzt. 
T abe lle I. 





_ Adrenalindosierung Initiale 

fier Darmstiick Zeents dor Léoung su Ertolg lonussteigerun 
. 80 com Ringerlésung SS 8 

Nr Nr com mit folgender 
lonussenkung 


Tonussenkung Tonussteigerung 


1000 10 vot 


| l l - 
l l 5 

l 7 + 
2 l O5 
2 l l 
2 l 2 : 
2 l 3 
2 2 O05 
2 2 I 
2 2 2 
2 3 l 
2 3 2 - 
2 3 5 
3 1 l 4 
3 1 l 4 
3 2 l 
3 3 l 
3 3 l 
3 3 2 
3 4 ! 
3 4 I 
3 4 2 
3 4 3 + 
¥ 4 > 0 0 
3 4 0.5 0 0 
4 l OD 
4 l ! 
4 l 2 + 
4 l 3 
4 l 4 : 
4 l 5 - 
4 ] l _ 
5 i 2 4 








roe: 


EinfluB der Tonenmischung auf die Tonuseinstellung usw. 300 


11. Versuche iiber die Adrenalinwirkung auf den in normaler, Ca-freier oder 


K-freier Ringerlésung suspendierten Darm. 
( q } 


fei diesen Versuchen wurde ein und dasselbe Darmsttick sowohl in 
normaler, wie in Ca-freier, wie endlich in K-freier Ringerlésung auf seine 
Reaktion gegen stets die gleiche Adrenalindosis untersucht. Die Reihen- 
folge der Versuche wurde so gewechselt, dab bald primo loco die normal 
oder eine der nicht normalen Ringerlésungen angewendet wurden und 
dann die beiden iibrigen Lésungen in ebenfalls wechselnder Reihenfolge 
herangezogen wurden. Immer wurde das betreffende Darmstiick zwischen 
ie zwei Versuchen mit der in dem folgenden Versuch zu verwendenden 
Lisung, die ebenfalls auf 37°C erwirmt war, sorgfiltig ausgewaschen. 


Tabelle 11. 





_ Adrenalindosierung 
lier Darm- pone he nd ageionng — 
Nr stuck Rinyerlésung com 
Nr : 
normal Ca’’sfrei  K’sfrei Ros al al 
l I 2 4 
l l 2? 0 “ 
l l 2 “ “ 
l ] 7) 
l l » i ih 
! l 5 
l 2 2 0 0 
l 2 2 
| 2 2 
l 92 » “ a 
2 l | 
4 l l 
2 2 l 
2 2 l 
2 2 ! 0 0 
3 l 3 0 0 
3 1 3 
3 l 3 “ 
3 l Dn } i) a) 
3 l 5 
3 ] 5 
3 2 l 
3 2 l 
3 2 2 + 
3 2 2 
4 l I 
4 l I 
4 l l 
4 2 l 
4 2 ! 
4 2 ] 


111. Versuche iiber die Acetylcholinwirkung auf den in normaler, Ca-freier 
oder K-freier Ringerlésung suspendierten Darm. 


Die Acetylcholinlésung wurde immer frisch hergestellt. [Im tbrigen 
war die Versuchsanordnung wie bei der Gruppe IT. 
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Tabelle III. 
Acetylcholindosierung 
lie Derm: ocom pyae ie Ringerlosung Erfolg 
Nr. stuck Ringerlésung ccm Tonus: 
Nr . _ steigerung 
1/1000 ET TT normal Ca*sfrei K’sfrei , » Ca’ frei '  Ketrei 

I l l : 4 
2 l 04 

2 l O05 1 
2 l O5 

3 l 1 me 
3 l 01 0 
3 1 0,2 

3 l OS + of 
3 l l 

3 ] 01 4 
3 l OS 4 

4 l 05 ‘ 
4 l 05 

4 1 O} 4 

4 l OS 

4 2 05 

4 2 O5 

4 2 05 4 

4 2 05 

4 2 0.5 

4 2 05 

4 2 O05 j 
4 2 l 0 
4 2 l }- 

4 2 1 4 

5 l 05 4 

5 l 05 1 4 
5 ] 05 4 
5 2 05 

5 2 05 

5 2 05 L A 

5 2 O05 +. rn 
5 2 0.5 + £. <b. 
5 3 1 4 
5 3 1 4 

5 3 1 1. 
5 3 05 0 
5 3 0,5 

5 3 05 4 4 
5 4 05 + ‘. 
5 4 05 

5 4 0,5 + 4 

5 5 05 4 
5 5 0,5 4 hol 
5 5 05 + cde 
5 5 0,2 + 

5 5 0,2 + Lal 
5 5 0,2 aa 

6 l 05 4 


6 1 0,5 + +-4 





Einflul8 der Lonenmischung auf die Tonuseinstellung usw. 








311 





Tabelle I1I. (Fortsetzung.) 
ae na | en 
Zusatz der Lésung zu ; , 
Vier Darms) 99 ccm d. betreflenden Ringerlosung Erfolg 
stuck Ringerlésung ccm Tonus- 
Nr. : steigerun, 
1 1 mee — n2 nj2 
1000 10000 | normal Ca” sfrei K’efrei Og pres 1  Kofrei 
6 l 05 ie 
7 l 05 oh. 
7 ] 05 4 
7 l 05 4 
7 l 05 n 
7 l 05 
7 2 O5 4 
7 2 05 + 
7 2 O05 A 
7 2 05 
7 2 O5 } Jn af of 
7 2 05 4 
7 2 OS 4 1 
IV. Versuche iiber die Pilocarpinwirkung auf den in normaler, Ca-freier 


oder K-freier Ringerlésung suspendierten Darm. 
Die Versuchsanordnung war wie in der Gruppe IT. 


Tabelle 1V. 





lier 
Nr. 


bo bo bo bO bo DO INS Nm ee ee ee 


3 
3 
3 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 


Darm: 


Nr. 


bo bo DO DS RO ND ee me Ne ee OI Ne ee 


Pilocarpindosierung 
Zusatz der Lésung zu 
stiick ‘ccm der betreffenden 


Ringerlésung ccm 


hh veVu 


*/10000 


NwhoNwiwKKNwNwiN ee — 


05 
0.5 
0.5 
03 


03 


normal 


Erfolg 
T = Steigerung 
normaler 
Kontraktionen 


+ =Tonussteigerung 


Ringerlosung 


Ca” frei K'strei 
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Beitrage zur Kenntnis der bakteriellen Girungen, 
insbesondere in der Koli-Typhusgruppe. 


Von 
W.C. de Graaff und A. J. Le Févre. 


{Aus der mikrobiologischen Abteilung des pharmazeutischen Instituts der 
Reichsuniversitat in Utrecht (Holland). ] 


(Eingegangen am 31. Dezember 1924.) 


Die grundlegenden und erfolgreichen Untersuchungen von Carl 
Neuberg und seiner Schule haben dargetan, dal die sogenannte 
3-Kohlenstoffhypothese fiir die alkoholische Garung viel Anziehendes 
hat, obgleich es noch nicht gelungen ist, in allen Punkten durch das 
Experiment unwiderleglich die Richtigkeit dieser Auffassung zu_be- 
griinden. Das Methylglyoxal in einer seiner isomeren Formen haben 
wir wohl als das wichtigste Zwischenprodukt der Zuckerspaltung zu 
betrachten, das, zu Brenztraubensiure sich umsetzend, als die Mutter- 
substanz der Kohlensiure und des Acetaldehyds gekennzeichnet ist. 

Den organischen Zusammenhang von Acetaldehyd mit Brenz- 
traubensaure hat Neuberg uns in treffender Weise dargetan, zunichst 
fiir die alkoholische Garung. Wir erinnern an seine geistreiche Methode 
der Abfangung mittels sekundarer schwefligsaurer Salze'). Bald darauf 
hat Neuberg mit Nord*) die Zwischenstellung des Acetaldehyds auch 
fiir die bakteriellen Garungen ermittelt. In der Arbeit von Neuberg 
und Nord handelt es sich um die Spaltung von Glucose, Mannit und 
Glycerin durch Bact. coli, B. lactis aerogenes und B. dysenteriae, in der 
Mitteilung von Newberg und Arinstein®) um den Erreger der Butter- 
siuregirung, den B. butyricus Fitz. Nachher haben Peterson und Fred *) 


1) C. Neuberg und E. Fdrber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; C. Neuberg 
und E. Reinfurth, ebendaselbst 89, 389, 1918. 

2) C. Neuberg und F. F. Nord, ebendaselbst 96, 133, 1919. 

3) C. Neuberg und B. Arinstein, ebendaselbst 117, 269, 1920. 

4) W.H. Peterson und E. B. Fred, Journ. of biol. Chem. 44, 1920 
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ebenfalls Acetaldehyd als Zwischenprodukt bei der Pentosengarung 
durch Bact. acetoaethylicum und Lactobact. pentoaceticum gefunden. 

Durch diese Untersuchungen ist erwiesen, daB nicht nur bei Hefe- 
girung, sondern auch bei Bakteriengarungen der Acetaldehyd und damit 
die Brenztraubensaure eine hervorragende Stellung wahrend dieser Zer- 
setzungen einnehmen, und daB es sich deshalb hier um nahe verwandte 
Erscheinungen handelt. Die auBerordentliche Bedeutung dieser Ent- 
deckungen tritt ins hellste Licht, wenn man nur bedenkt, daB es sehr 
wohl méglich ist, daB tiberhaupt die biochemische Zuckerspaltung 
auch im tierischen Organismus denselben oder doch einen ganz analogen 
Weg einschlagt. Wie anziehend die Darstellungen nach dieser Richtung 
auch sind, sie kénnen bis jetzt nur als Hypothesen betrachtet werden, 
da die Experimente nur fiir einzelne Faille die Richtigkeit dieses Ge- 
dankens angezeigt haben. 

Es erschien uns deshalb erwiinscht, die bakterielle Zuckerspaltung 
naher und ausfiihrlich zu studieren, insbesondere die von Kruse so 
genannte gemischtsaure Garung, welche unter Einwirkung von Orga- 
nismen der Koli-Typhusgruppe zustande kommt, um damit zur all. 
gemeinen Kenntnis des Garungsproblems beizutragen. Schon der eine 
von uns hat eine ausfiihrliche Arbeit veréffentlicht tiber die bio- 
chemischen Eigenschaften der Paratyphusbakterien und darin die 
Zersetzung der verschiedensten Zuckerarten und Zuckeralkohole 
studiert'). Es lag deshalb nahe, fiir die vorliegende Arbeit die Bakterien 
der Koli-Typhusgruppe zu wahlen, und zwar nicht nur die verschiedenen 
Vertreter dieser Familie. sondern auch, soviel wie méglich war, ver- 
schiedene Stamme einer Art. So haben wir untersucht von Bact. coli 
(drei Stémme), Bact. paratyphi B (neun Stimme), Bact. paratyphi A 
(zwei Stimme), Bact. typhi (zwei Stimme), Bact. dysenteriae Shiga- 
Kruse, Bact. dysenteriae Flexner. Bact. dysenteriae Hiss, Bact. dys- 
enteriae Y und Bact. dysenteriae Strong (von jedem einen Stamm). 

Die Arbeit haben wir angefangen mit der Frage, welche Zucker- 
arten und welche Zuckeralkohole von diesen Bakterien zersetzt werden 
und welche Endprodukte dabei entstehen, d. h. wir priiften, ob hier 
Gas und Siure. oder nur Saure, oder weder Gas noch Saure auftreten 
Weiter haben wir uns die Frage gestellt, ob und wann von diesen 
Organismen aus den genannten Stoffen Acetaldehyd erzeugt wird. 
Wir haben uns bei unseren Untersuchungen des Peptonwassers ohne 
Kochsalz als Nahrboden bedient, haben uns jedoch durch Blankoproben 
iiberzeugt, daB aus dieser Lésung kein Gas, keine Saéure und kein 
Acetaldehyd von keiner dieser Bakterien gebildet wird, so daB deshalb 
die entstandenen Produkte nur aus den zugesetzten Stoffen stammen. 


') W.C. de Graaj/, Tvdsehr. v. vergel. Geneesk. 1917, 1918 u. 1919. 
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Die Anwesenheit des Acetaldehyds wurde nachgewiesen mittels 
des Neubergschen Abfangverfahrens, wofiir wir die nachfolgende Lésung 


hersteliten : 
Di. er re 1.0 
Dinatriumsulfit 2,0 
Caletumearbonat. . ..... . 1.0 
Wasser . oe ee 100,0 
Zucker bzw. Zuckeralkohol... . 2,0 


Die Peptonlésung wurde zunachst durch einmalige Erhitzung auf 
100’ C sterilisiert, am nachsten Tage wurden dann 2g des zu unter- 
suchenden Stoffes beigefiigt und abermals eine halbe Stunde auf 100° C 
erhitzt. Bei alkaliempfindlichen Stoffen wurden das Peptonwasser 
und die Lésung der Substanz getrennt sterilisiert und nachher gemischt. 
Die folgenden Zuckerarten und Zuckeralkohole sind untersucht: 

Tetrite: i-Erythrit. 

Pentite: |-Arabit: i-Adonit. 

Hexite: d-Mannit; d-Sorbit und i-Dulecit. 

Hexosen: d-Mannose : d-Glucose ; d-Galaktose ; d-Fructose ; |-Idose ; 

|-Gulose. 

Pentosen: |-Arabinose; |-Xylose; |-Rhamnose. 

Disaccharide: Maltose: Lactose: Saccharose. 

Trisaccharide: Raffinose. 


“-" . ¢ r _" 4 
Ubersicht von der Zuckerspaltung durch Koli-Typhusorganismen. 





Bact. para. Bact. para. Bact. typhi Bact. dysen: 


mast. oot typhi B typhi A teriae Sh. K 
z z a] : a) 
fide 2 8 de altige a 8 daa 8/82 
Cex eso Resp oC ZS eB o FR 28 5 8 2 
=z = _ = = 
i-Erythrit ..—— — —— — — — a ad eee pee = 
l-Arabit. . . ../)— —| = | —  ——s— > 2 ae ee ee ee ne ee 
BO ier eS eS ee Se es Ss ee eee a ee 
d-Mannit... ++ 4 /°+/°4+ 4+ /°4+ 4 ea Se Bee 
d-Sorbit ... + + - if | 4 of. 4 4 4 sm | <e 4 om om 
i-Dales. 2 wit St et St te = 4 nee a 
|-Arabinose .. + 4+ i oy + + a. esos? de seal 
-Xylosee ... + +) 4+ +/+) 4+ > — + +'°—+ + — + + 
-Rhamnose. .)+ 6+) + i+) +) + lm +) + em, ey Rn 
d-Mannose .. + + 4 6158s) he BS oe a a 
d-Glucose . .ji +/+: + /+/4 4 a Fae | 4 4 
d-Galaktose. . + + 4 SP rl i pr 
d-FPrustose . .|i+ +) + /+/4 4 4 . Bool a meta 
nt. . . . Neal dae t meme Mate abel det Mane | kaet Gee Uenen'| dete) cme 
eg en ee ees Pe ee ee eee ee ee 
OSS Se ae SP ae ae Se ee ae te 
RR BO FE ee Soy eee eee, Pay Pee ee 2% 
Sacsheross . . +/+) + | —.|—! — |---| —/| « : = = 
OE ee ee ee ed eee ee eee Sey ere, 
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Einer von uns hat in seiner schon zitierten Arbeit die Vergarun, 
der stereoisomeren Zuckerarten von Paratyphusbakterien studiert 
Der Vollstandigkeit wegen folgen die hierbei erzielten Resultate. 








| lsAras dsAras d-Man- lsMan- d- l- l- i. 
| binose| binose nose nose Glukose Glukose Gulose _ 
Stamme -~ ; ; - Py 
gi3)2 3.2 3)2,8)8 8 3/3/28) 8\ 
ic AliC AIO ALO FIO AZO \A/Cl\AlO |e 
,Paratyphus A‘: 
BrionKaiser. |—| +) + +) +/)4+/4+/4+/)4+/4+/-—|—!/—,|—|— /- 
Buxton. .. —ir i | + rit - +++ —— — — — — 
StraBburg . —+ +++ — + aS a eS A a 
Longcope.. —+ + + — + . es en ee ee Poe ee 
»Paratyphus B*: 
BM 6 et ee Ble Se fe ee ee ft | oe ee] oe | ee ff a | S 
Aertryck*: 
Aertryck flee pe el ee Pe 0) Sn ae Penn en Sn pee 
Lisse. .. . |+/+'4+/4+/4+ 4 he eS a ee Py ae 
, Gartner“: 
Gartner titi ti tit te lt +54 /—)- I] 
Utrecht . +-| + | ee ee ee Pa a 
Meppel . +/+ +. | + a) ae eo 
, Suipestifer* : 
eS PSS oe er) a = 
Beaty es + + +i ti —| | | | 
Typhi murium*: 
Bits ere + + + hee Heme | cme || cee | cme || eee | oe 


Hieraus ist leicht zu ersehen, daB der Paratyphus-A-Organismus 
weit empfindlicher fiir den inneren Bau des Zuckermolekiils ist als 
der verwandte B-Organismus, der sich in seinem Verhalten dem Koli- 
bazillus am nachsten anschlieBt. 


1-Xylose wird fast gar nicht vom A-Bazillus gespalten; die gleich 
gebauten Hexosen |-Glucose und 1|-Idose sind auch unvergarbar. 


l-Arabinose wird wenig angegriffen; von den verwandten Hexosen 
1-Glucose und 1-Mannose wird nur die letztgenannte zerlegt, waihrend 
die erste resistent ist. 


d-Arabinose vergart unter Bildung von Gas und Saure, das gleiche 
wird bei d-Glucose und d-Mannose beobachtet. 


Es ist deshalb nicht zu leugnen, daB die Konfiguration des Zucker- 
molekiils einen bedeutenden EinfluB auf die Géarungsfihigkeit der 
Kohlenhydrate ausiibt. 


Interessant ist auch das Verhalten der mehrwertigen Alkohole 
Davon wurden von uns die nachfolgenden gepriift: 
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Bact. paras Bact. para. 


“ . _». Bact.dysenteriac 
Bact. coli typhi B typhi A Bact. typh Sh. K 


re : - L Lt = 
CO ee - 7 ; 
i-Eeythrit ..... “i : Redd a 

BO ee = a = 

i-Adonit . vee — shen F : 

PO” eee 4 1 4 nur Saure 
i” Per ere +. j 

i-Duleit n 


Von diesen Alkoholen werden also nicht vergoren: 


CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH 
: 
| 
CH,OH HCOH HCOH HCOH 
Glykol | | | 
CH,OH HCOH HCOH 


Glycerin | | 
CH,OH HCOH 
i- Erythrit 

CH,OH 

i- Adonit 

Die Hexite werden dagegen alle zerlegt, nur ist dabei zu bemerken, 
daB i-Dulcit ein wenig widerstandsfahiger ist als d-Mannit und d-Sorbit, 
wenigstens gegeniiber dem Paratyphusbazillus A. Im AnschluB daran 
erweist sich auch d-Galaktose als etwas resistenter. 

l-Arabit wird gar nicht, ]-Arabinose nur ganz wenig von A-Orga- 
nismen angegriffen. 

Aus dem Mitgeteilten ist zu ersehen, da immer da, wo ein Zucker 
gespalten wird, diese Spaltung unter Bildung von Saure stattfindet, 
und wo Saure entsteht, da ist auch immer Acetaldehyd nachzuweisen. 
Stets gelingt es, diese Verbindung selber mittels der Abfangmethode 
in gréBerer Menge zu fixieren! 

Acetaldehyd steht deshalb inmitten des Garungsvorganges auch 
fiir die Koli-Typhusbakterien; erblickt man mit Newberg in dieser 
Verbindung das Zeichen fiir eine Beteiligung der Brenztraubensaure, 
so kann man sagen, da®B diese Saure auch bei der gemischten 
Sauregirung der héheren Kohlenhydrate eine hervorragende Rolle 
zu erfiillen hat. 

AuBer auf die genannten Zuckerarten und Alkohole erstreckten 
sich unsere Untersuchungen auch auf einige andere Stoffe, welche 
teils als Garungszwischenproduste, teils als Girungsendprodukte auf- 
zufassen sind. Wir erinnern an die Triosenhypothese, welche Milch- 
siure, Glycerinaldehyd, Dioxyaceton, Methylglyoxal und Brenztrauben- 
siure als Zwischenprodukte der alkoholischen Garung_ beriicksichtigt, 
und wir nennen zugleich die bekannten Endprodukte der gemischten 
Sauregarung Milchsiure, Bernsteinsiure, Essigsiure und Ameisensaure. 


21 * 
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Es hat sich dabei herausgestellt, da weder Methylglyoxal noch, 
Bernsteinsaure, Essigsaure und Ameisensaure tiber Acetaldehyd dure} 
die Bakterien der Koli-Typhusgruppe abgebaut werden. Sie werde; 
scheinbar gar nicht angegriffen. Was die anderen Verbindungen an 
langt, kann auf die nachfolgende Tabelle verwiesen werden: 


Acetaldehydbildung von Koli-Typhusorganismen. 





Dysent 


Typhus Sh. K 


Koli — — 


a —_ : + t + 
Glykolsiture ..... . ; oe . 

Glycerin . : ‘ ' 
Glycerinaldehyd . . . . ; i = 
Glycerinsaure n n 


Dioxyaceton. ..... n ; - 
Methylglvoxal . . .. . - = Aen % 
0 Se eee xc x ‘a = 
Brenztraubensiure . . . i n , 4 


Aus der Tabelle wird ersichtlich, dai die Brenztraubensaure dix 
einzige Verbindung ist, bei der sich gréBere Mengen von Acetaldehyd 
wihrend der bakteriellen Zersetzung nachweisen lieben und sich in 
dieser Hinsicht ganz und gar wie die Kohlenhydrate verhielt. Auch, 
dadurch erhalt die Lehre Neubergs, daB diese Siure eine hervorragende 
Bedeutung fiir die Garungserscheinungen besitzt, eine, wie es uns 
vorkommt, kraftige Ntiitze. 

Die Beziehung zwischen Brenztraubensiure und dem Kohlen 
hydratmolekiil ist deshalb noch nicht eindeutig bestimmt, da Methy!l- 
glyoxal gerade das einzige hypothetische Zwischenglied ist, das von 
Kolibakterien gar nicht angegriffen wird. 

Neuberg') hat gezeigt, wie man diese Schwierigkeit beseitige: 
kann; er schreibt: ..Der Umstand, da® fertiges Methylglyoxal nicht 
vergarbar befunden worden ist, kann nicht ernstlich gegen die Formu- 
lierung geltend gemacht werden, denn es ist eine allgemeine biologische 
GesetzmaBigkeit, dab es fiir physiologisches Geschehen einen groben 
Unterschied bedeutet, ob ein Stoff zugesetzt wird oder von Natu 
an richtiger Stelle und jeweils in geeigneter Menge entsteht. Das diirft: 
fiir einen Koérper wie Methylglvoxal, das allein in mindestens acht 
verschiedenen monomolekularen und zahlreichen  polymolekularen 
Formen existieren kann, ganz besonders zutreffen. Kaum eine ander 
Substanz kann iiberhaupt in so viel labilen Formen auftreten, wie 
gerade das Methylglyoxal!*’ 


') C. Neuberg, Die Garungsvorgiinge und der Zuckerumsatz der Zell: 
Jena 1913. 
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Der Vollstandigkeit wegen haben wir die verschiedenen Dysenterie- 
bakterien einer umstandlichen Untersuchung unterworfen. Es standen 
uns dabei, wie schon gesagt, zur Verfiigung: B. dysenteriae Shiga-Kruse, 
Flexner, Hiss, Y und Strong. In der folgenden Tabelle sind die Re- 
sultate tibersichtlich wiedergegeben. Dabei wurde nur auf die Ent- 
stehung von Saure geachtet, da wir schon angezeigt hatten, dab die 
Bildung von Saure immer mit der von Acetaldehyd verkniipft ist 
Gas wird von diesen Organismen niemals gebildet. 


Bacterium dysenteriae: 





Shiga-h ruse Flerner Y Strong Hiss 


Givkol 

Glycerm .... . -_ 
Dioxyaceton 

i-Ervtleit ..... sae sie 
SR ks tee Sa e = 
i-Adonit ... “ee _ ions o 
d-Mannit ; Seno — i 

d-Sorbit . og J an 

i-Duleit. . . ioe _ = 
|- Arabinose . n n 
|-Xvlose “— —— x x = - - 

|-Rhamnose. . : : : 

d-Glucose. . . ; , n : \ . 
d- Mannose ae he 

d-Galaktose. . .. . } 4 

d-Fructose n 

|- Gulose 


SS eee : — — —_ 
Maltose. .. x4 — n t 
Saccharose ..... _ — 
i. < 6 4-4 * — —- 
Raffinose > =e: Ce @ —_ _ — — 


Das Problem der Vergirung der Hexosen kann auf verschiedene 
Weise in Angriff genommen werden. Hierbei sind jedoch zwei Methoden 
scharf voneinander zu unterscheiden. Die eine Methode sucht durch 
direkte Analyse das Problem zu lésen, es ist dies die Methode, welche 
am meisten befolgt wird. aber, wie es uns vorkommt, nicht von grobem 
Erfolg! 

Die andere Methode ist eine indirekte und langweilige: es ist der 
Weg. welcher von uns gewahlt ist. 

Wir sind dabei von folgenden Erwagungen ausgegangen. Wenn 
man die Zerlegung einer 6-Kohlenstoffkette durch Bakterien studieren 
will, kann man am besten so verfahren, daB man sich das Problem 
einfacher stellt. Man kann sich im Anfang die Frage vorlegen, wie 


werden Verbindungen mit nur zwei Kohlenstoffatomen angegriffen, 
nachher kann man dann die 3-, 4-, 5- und endlich auch die 6-Kohlen- 
stoffkette ins Bereich der Untersuchung ziehen. 
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Als Ausgangspunkt fiir unsere Untersuchungen haben wir den 
zweiwertigen Alkohol Glykol gewahlt. Nachher haben wir Glycerin, 
Glycerinaldehyd, Glycerinsiure, Dioxyaceton und Brenztraubensaure 
in unsere Untersuchungen einbezogen. 

Wir haben dabei mit der genauen Analyse der Garungsprodukte 
angefangen. 

Es ist eine bekannte Tatsache, da die Mikroorganismen der 
Koli-Typhusgruppe aus Pentose wie aus Hexose immer neben Kohlen- 
siure und Wasserstoff ein Gemisch von organischen Sauren_ bilden. 
Diese Sauren sind Milchsiure, Bernsteinsiure, Essigsaure und Ameisen- 
siiure. Wie diese Stoffe entstehen, welche Umsetzungen das Zucker- 
molekiil dabei erfahrt, ist bis jetzt unklar und unsicher. 

Wenn wir nicht, wie man gewohnt ist, mit der Untersuchung det 
Vergirung der Pentose und Hexose selbst anfangen, sondern mit viel 
einfacher gebauten Kérpern, so war das nétig, da wir die Umsetzungen 
welche diese einfachen Stoffe erfahren, aufs genaueste studierten. 

Am iibersichtlichsten ist es, die von uns dabei gefundenen Tat- 
sachen in Tabellenform wiederzugeben. Es sei jedoch bemerkt, dal 
diese Resultate nur fiir Bact. coli und fiir Bact. paratyphi B erzielt sind. 
Die anderen Organismen werden noch in Angriff genommen, woriiber 
gelegentlich berichtet werden soll. 


Zersetzung durch Bact. coli und Bact. paratyphi B. 





ae Acetaldehyd Essigsaure = - 
oo eee Acetaldehyd Essigsaure CO, und H, Bernsteinsaure 
Spuren Athylalkohol und sehr wenig 
Milchsaure 
Glycerinaldehyd . . Acetaldehyd Essigsaure | CO, und Hy, = 
Spuren Alkohol 
Glycerinsaure . . . Acetaldehyd Essigsaure CO, und Hy 
Dioxyaceton. . . . Spuren Acetaldehyd Essigsaure CO, und H, = 
Alkobol 
‘ Acetylmethylcarbinol 
Brenztraubensaure . ‘ ‘ Essigsaure CO, und Hy - 


Immer wurde eine Blankoprobe Peptonwasser untersucht, wobei 
es niemals gelang, die Anwesenheit eines dieser Produkte nachzuweisen, 
wir kénnen deshalb mit Sicherheit annehmen, daB die gefundenen 
indprodukte aus dem zugesetzten Koérper stammen. Von den er- 
wihnten Stoffen wurden immer 5 g in 500 cem Peptonwasser, d. h. zu 
einer Fliissigkeit von 1 Proz. in Lésung von Pepton ,, Witte, geldst, 
10 Minuten auf 117°C erhitzt und dann filtriert. Nachher wurden 
5 g Calciumcarbonat hinzugefiigt und wahrend zwei aufeinander folgen- 
den Tagen bei 100°C sterilisiert. Der Inhalt wurde beimpft mit einer 
Ose einer 24stiindigen Kultur des betreffenden Organismus und wahrend 
4 Wochen im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. Von der Kulturfliissigkeit 
wurde dann eine chemische Analyse gemacht und die oben naher be- 
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zeichneten Stoffe gefunden. Die untersuchten Korper sind alle auf 
Reinheit gepriift, sie waren chemisch rein; nur der Glycerinaldehyd 
war ein wenig dioxyacetonhaltig. 

Da Glycerinaldehyd und Dioxyaceton nicht ohne Zersetzung 
(Braunfarbung der Lésung) zu erhitzen sind, wurde hier die Sterilitat 
erreicht mittels der Kerzenfiltration und das Calciumcarbonat steril 
zugesetzt. Immer haben wir uns tiberzeugt, daB alle Kulturmedien 
beim Gebrauch absolut keimfrei waren. 

Glycerinsiure und Brenztraubensiure wurden als Natriumsalze 
untersucht, da die freien Sauren die Entwicklung der Mikroorganismen 
hemmen. Das brenztraubensaure Natriumsalz muB ebenfalls durch 
Filtration sterilisiert werden. 

Wie aus dem Mitgeteilten zu ersehen ist, erzeugen die untersuchten 
Mikroben immer Essigsiure und daneben auch zugleich Acetaldehyd. 
Da wir hier nicht das Abfangverfahren angewendet haben, so ist bei 
gewissen Stoffen nur eine Spur, bei Brenztraubensaure selbst gar kein 
Acetaldehyd gefunden. Mit Ausnahme von Glykol entstehen auch 
immer Kohlensiure und Wasserstoff. 

Die Schnelligkeit, womit die Stoffe zersetzt wurden, war nicht 
immer die gleiche. Wahrend Glycerin, Glycerinaldehyd und Brenz- 
traubensaure sehr schnell und kraftig wie die Kohlenhydrate vergoren 
wurden, war die Vergirungsgeschwindigkeit von Dioxyaceton und von 
Glycerinsiure langsamer. Wenn man dabei an die Zuckervergarung 
denkt, so wird man geneigt, die zuletzt genannten Verbindungen als 
Zwischenprodukte ganzlich abzulehnen. 

Es ist nicht zu leugnen, daB das Zersetzungsschema dieser ziemlich 
einfachen Stoffe das gleiche Bild zeigt und daB es deshalb wahrscheinlich 
ist, daB dabei derselbe oder doch der gleiche Weg befolgt wird. 

Bemerkenswert ist es, daB hier nirgends Ameisensaiure als Zer- 
setzungsprodukt auftritt und daB der einzige Stoff, der dasselbe Ver- 
girungsbild wie die Zuckerarten zeigt, Glycerin ist. Hier finden wir 
fast dasselbe komplizierte Gemisch von Endprodukten, nur fehlt, 
wie gesagt, die Ameisensiure, und auBerdem tritt die Milchsiure noch 
nicht in den Vordergrund. 

Es stellte sich heraus, daB das Bact. coli die Verbindungen am 
kraftigsten angreift, jedoch bilden der Koliorganismus und der Para- 
typhusbazillus B dieselben Vergarungsprodukte; diese Mikroben unter- 
scheiden sich voneinander in dieser Hinsicht bloB quantitativ. Um 
dem Problem naher zu kommen, war es wiinschenswert, die Sache 
auch quantitativ ins Auge zu fassen, um auf Grund der so erhatenen 
Resultate sich eine Vorstellung von dem obwaltenden Chemismus 
zu machen. Eine groBe Schwierigkeit bei der Lésung dieses Problems 
ist jedoch, daB die Chemie bis jetzt uns nicht die Mittel an die Hand 
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gibt, ein so kompliziertes Gemisch von organischen Stoffen quantitatiy 
zu trennen. Doch ist es uns gelungen, fiir Glykol und Brenztrauben- 
siure und gewissermaBen auch fiir Glycerin den Weg zu finden. Da 
das Bacterium coli am kriaftigsten vergirt, wird von uns nur diese: 
Organismus gewahlt, da es fiir eine genaue Analyse wiinschenswert 
erschien, die so sehr verschiedenen Umwandlungsprodukte in nicht 
zu geringer Menge zur Verfiigung zu haben. 

Die zu untersuchenden Verbindungen wurden immer in Pepton- 
wasser (1 proz.) gelést; fiir die Neutralisation der entstandenen Sauren 
wurde immer Calciumcarbonat hinzugefiigt. Nach geeigneter Sterili- 
sation wurde das Ganze mit einer Ose einer 24stiindigen Agarkultur 
beimpft und bei 37° fiir 30 Tage hingestellt. 

Auf die Ausfithrung der Analysen werden wir im experimentellen 
Teile, wo die Methodik skizziert wird, zuriickkommen, hier werden 
wir uns auf die Mitteilung der erhaltenen Tatsachen beschranken. 


Die Vergirung von Glykol. 

Aus 229mg Glykol (als Kohlenstoff berechnet 88.6 mg) wurden 
erhalten 89mg Acetaldehyd (48,5 mg Kohlenstoff) und 87 mg Essig. 
siure (34,8 mg Kohlenstoff). Von dem urspriinglich anwesenden 
Kohlenstoff wurden deshalb 83,3 mg oder 94 Proz. zuriickgefunden. 
Eine zweite Analyse. wobei 222 mg Glykol (86 mg Kohlenstoff) um- 
gesetzt waren, lieferte uns 45,2 mg Acetaldehyd (83 mg Kohlenstoff) 
und 89 mg Essigsaure (35,6 mg Kohlenstoff). Von 86 mg Kohlenstoff 
wurden deshalb 80,8 mg oder 93,9 Proz. als Umsetzungsprodukte 
wiedergefunden. In beiden Fallen waren 485 mg Glykol der Pepton- 
lésung zugefiigt. Hieraus wird ersichtlich, daB 256mg bzw. 263 my 
Glykol vom Koliorganismus unangegriffen zuriickgelassen wurden 
Eine Erklarung dieser Erscheinung ist zu suchen in der Tatsache. 
daB freier Acetaldehyd schon in einer Konzentration von 0,2 Proz 
hemmend auf die Entwicklung von Baet. coli einwirkt. 

Das Defizit von 6 Proz. an Kohlenstoff bei der Kohlenstoffbilanz 
ist zum Teil auf die neu entstandene Bakterienleibersubstanz zu 
schreiben, fiir den anderen Teil auf Ungenauigkeiten, welche bei der 
Analyse unvermeidlich sind. 

Wie hat man sich die Entstehung von Acetaldehyd und von 
Essigsiure zu denken’ Es lag auf der Hand, anzunehmen, dal das 
Glykol sich in Acetaldehyd verwandelt und da8 dieser Umsetzung 
eine zweite folgt, wobei durch Oxydation Essigsiure entsteht. 

Da bei der Zersetzung keine gasférmigen Kérper entstehen, auch 
kein Wasserstoff, war daran zu denken, daB die ganze Umsetzung in 
aerober Weise vonstatten geht, und daB die Oxydation mit grober 
Wahrscheinlichkeit vom Luftsauerstoff bewirkt wird. Es war deshalb 
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wiinschenswert, den ganzen Prozei unter streng anaeroben Verhalt- 
nissen auszufiihren, damit wir imstande waren, den EinfluB des freien 
Sauerstoffs ganz auszuschalten. Hierbei zeigte es sich, daB jetzt von 
einer Entstehung von Essigsiure gar keine Rede mehr war. 

Die aerobe Zersetzung von Glykol durch das Bacterium coli besteht 
deshalb aus zwei nachfolgenden Umsetzungen, namlich in der Ver- 
wandlung durch intramolekulare Atomverschiebung des Glykols in 
Acetaldehyd und die darauf stattfindende Oxydation des primaren 
Umwandlungsproduktes in Essigsiure. Wir kénnen dann auch schreiben 

C,H,O, + C,H,O + H,0O 
Glyvkol Acetaldehyd 
und 
C,H,O-O — C,H,O, 
Acetaldehyd Essigsaéure 


Die Vergirung der Brenztraubensiure. 


Wahrend der Vergarung von Brenztraubensiure, welche vorher 
genau mittels Lauge neutralisiert war, hatten sich in 30 Tagen bei 
37°C aus 537 mg bzw. aus 496 mg (219.7 und 202,9 mg Kohlenstoff) 
351.2 und 321 mg Essigsaure (140.5 und 120.4 mg Kohlenstoff) und 
267 bzw. 246,2 mg Kohlendioxyd (72,8 und 67,2 mg Kohlenstoff) gebildet. 
Von dem urspriinglich als Brenztraubensiure anwesenden Kohlenstoff 
waren deshalb 97,1 und 96,4 Proz. in Essigsiure und Kohlensaure 
verwandelt. Das geringe Defizit an Kohlenstoff ist auf gleiche Weise 
zu erklaren wie beim Glykol. 

Man kann die ganze Umsetzung jetzt in einer Gleichung aus- 
driicken, wenn man nur erwagt, daB auch gasférmiger Wasserstoff 
dabei entsteht: 

C,H,O,+H,O - C,H,O,+CO, +H; 


Brenztrauben- Essigsiiure 
saure 


Wir haben schon mitgeteilt, daB es mittels des Abfangverfahrens 
méglich ist, als Zwischenprodukt dieser Reaktion Acetaldehyd nach- 
zuweisen. Aber wahrend die Oxydation bei der Zerlegung von Glyko! 
einen nur nebensachlichen Charakter zeigt und von dem Luftsauerstoff 
bewirkt wird, ist hier die Entstehung der Essigsiure aufs innigste 
mit der ganzen Zersetzung verbunden, sie verlauft denn auch ganz 


ebenso unter den strengsten anaeroben Umstinden. 

Wenn wir jetzt alle die schon mitgeteilten Resultate der Ver- 
girung betrachten, so kénnen wir ersehen, dab, ausgenommen von 
Spuren von Nebenprodukten (wie Acetaldehyd, Athylalkohol und 
Acetylmethylearbinol), bei der Zersetzung auch von Glycerinaldehyd 
und Dioxyaceton immer dieselben Hauptprodukte auftreten, namlich: 
Kohlendioxyd, Wasserstoff und Essigsiure, ganz so wie bei der Ver- 
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giarung der Brenztraubensaure. Die Entstehung der Essigsiure bringt 
hier den Hinweis, daB bei den Zerlegungen von Glycerinaldehyd und 
Dioxyaceton ebenfalls die Brenztraubensiure mit groBber Wahrschein- 
lichkeit die intermediare Rolle erfiillt, daB auch diese Garungen im 
Wesen Brenztraubensiuregarungen sind. Auch hier tritt deutlich zutage 
die nahe Verwandtschaft zwischen den fiir das Garungsproblem so viel- 
fach genannten drei Kohlenstoffkérpern Glycerinaldehyd, Dioxyaceton 
und Methylglyoxal. Es scheint, als ob eine labile Form existiert, die aus 
diesen Verbindungen gemeinsam hervorgeht und girungsfahig ist. 

Die Entwicklung des Wasserstoffs ist wieder ein Zeichen dafiir, 
daB auch hier eine Oxydation mittels des Sauerstoffs des Wasser- 
molekiils, eine Hydroxydation erfolgt, wie wir diese Erscheinung nennen 
méchten. Einen Beweis dafiir erblicken wir in der Tatsache, daB genau 
dieselbe Zergliederung, aber weniger intensiv, unter streng anaeroben 
Bedingungen auftritt. Ein EinfluB seitens des Luftsauerstoffs ist deshalb 
ganz abzulehnen. 

Auf Grund der errungenen Tatsachen und Uberlegungen haben 
wir uns das folgende Schema aufgestellt von den Vorgangen wiahrend 
dieser Vergarungen. 

Die Vergirung der Brenztraubensdure : 


CH, CH, 
CoO +> CHO-+ CO, (Carboxylasewirkung) 
Acetaldehyd 
COOH 
CH, +H,O — CH, +H, 
CHO COOH (Hvydroxydation). 
Essigsaure 


Die Vergirung von Glycerinaldehyd: 


CH,OH + CH, -» CH, 

CHOH tH?” co 

CHO CHO CHO 
saci, Methyl ova 

om, +80 ~- Om, +m 

CO CO 

bHo COOH 


Brenztraubensaure 


Die Annahme des Entstehens eines methylenoxydartigen Zwischen- 
produkts bei der Zersetzung des Glycerinaldehyds stiitzt sich auf die 
Umwandlung von Glykol in Acetaldehyd, wovon wir schon gesprochen 
haben. Wir stellen uns namlich diese Umwandlung auf die Weise vor. 
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daB aus dem Glykolmolekiil, CH,OH—CH,OH, ein Zwischenprodukt 
0 


durch Anhydrisierung entsteht, d. h. Methylenoxyd CH, C H,, 

eine Verbindung, die dann durch eine intramolekulare Atomverschiebung 

von der Art einer Pinakolinumlagerung in Acetaldehyd iibergeht: 
0 

CH, ——CH, > CH,—CHO. 

Ganz derselbe Gedanke ist zur Erklarung der Glycerinaldehyd- 
vergarung seitens des Koliorganismus mit gutem Erfolg anzuwenden. 
Was jetzt die Zerlegung von Dioxyaceton anbelangt, welche wieder die- 
selben Endprodukte liefert, so bemerken wir, daB die Umscetzung 
langsamer vonstatten geht, die Entstehung der vergirbaren Kon- 
figuration ist allem Anschein nach mit groBen Schwierigkeiten verkniipft. 

Wenn wir uns auf unsere Betrachtungen betreffs der Vergirung 
von Glykol und Glycerinaldehyd stiitzen, dann ist auch hier der ganze 
Chemismus als eine Deshydratation, eine intramolekulare Atom- 
verschiebung und eine Hydroxydation zu deuten und das Problem 
auf die Vergarung von Benztraubensaure zuriickzufiihren. 

Wir haben uns deshalb die Umwandlungen wie folgt gedacht: 


CH,OH + CH, + CH, 


co co O co 
CH,OH CH, CHO 
Dioxyaceton Methylglvoxal 
CH, + H,O ~+ CH, + H, 
co co 
CHO COOH 


Bei dieser Vorstellung hat man zu bedenken, daB es sich hier auch 
um hydratierte Verbindungen handeln kann, daB das vielleicht gerade 
diese Verbindungen sind, welche fiir das Zustandekommen dieser Um- 
setzungen von groBer Wichtigkeit sind. So z. B. kann man sich die 
Reaktion Dioxyaceton—Methylglyoxal auch folgenderweise deuten: 


CH,OH -» CH, oder CH, 


‘ ,OH "I 

co CoH CO 

‘ 1 +qpOH 
CH,OH CHO CHoy 


Es will uns jedoch scheinen, daB diese Vorstellung, die als eine 
sehr energische intramolekulare Atomverschiebung anzunehmen und 
nicht so einfach und iibersichtlich ist, als die von uns entwickelte ; doch 
ist zu bemerken, da® die Form des Methylglyoxals, die wir kennen, 
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nicht von Bacterium coli angegriffen wird, was vielleicht auf eine bx 
sondere Struktur dieser Verbindung hinweist. 

Wahrend der Vergarung von Glykol und Glycerinsdure entsteht 
vielmehr Acetaldehyd. Wiahrend dieser Stoff bei Glykol Endprodukt 
ist, ist dieses bei Glycerinsiure jedoch nicht der Fall, denn auch hier 
entweicht gasférmiger Wasserstoff. Im letzteren Falle ist denn auch 
eine Hydroxydation der entstandenen Acetaldehyds anzunehmen. 

Wir stellen uns vor, daB die Umwandlung von Glycerinsaure tiber 
Glycidsaure zustande kommt. 


CH,OH —» CH. + CH 
© 

CHOH CH CO 

COOH COOH COOH 


Im Vergleich damit haben wir auch die Glykolsdure unseren Beob- 
achtungen unterworfen; es stellte sich heraus, dab die genannte Saure 
gar nicht vergoren wird. Glycerinsdiure vergirt schwer, denn dic 
Reaktion verlauft auBerst triage. In der Glycerinreihe hat es den 
Anschein, daB mit der weiteren Oxydation des endstindigen Kohlenstoff- 
atoms die Vergirbarkeit abnimmt. 

Damit sind wir bei der Vergiarung von Glycerin angelangt und zu- 
gleich bei der Vergairung der Zuckerarten, denn, wie wir schon mit- 
teilten, treten uns hier dieselben Endprodukte entgegen, welche gerade 
fiir die Zuckerzersetzung charakteristisch sind. Hier finden wir fast 
das gleiche bunte Gemisch von Stoffen, das neben Kohlensaure, Wasser- 
stoff und Essigsiure auch Milchsaiure und Bernsteinsiure enthalt. nur 
fehlt die Ameisensaiure ganz! 

Diese merkwiirdige Gleichheit der Vergairung war ganz unerwartet. 
da wir gehofft hatten, nur allmahlich vom Einfachen bis zum Kom- 
plizierten, d. h. bis zur Vergairung der Kohlenhydrate, hinaufzusteigen 
und wir uns hier mit einem Male vor das ganze Problem gestellt 
sahen. Nur das ist dabei merkwiirdig, daB nur ganz wenig Milchsaure 
entsteht und gar keine Ameisensaure. 

Wir haben versucht, eine quantitative Analyse der Glycerin- 
vergirung auszufiihren. Die Methodik der analytischen Chemie ist 
noch sehr mangelhaft, so daB es uns nicht gelungen ist. eine ganz be- 
friedigende Kohlenstoffbilanz aufzustellen. 


Aus 487 mg_ auskristallisierten Glycerins entstanden 43.2 mg 
Acetaldehyd, 98 mg Essigsiure, 28.5 mg Bernsteinsaure, 13,8 mg Milch- 
siure und 163.2 mg Kohlendioxyd, d. h. von 190,5mg_ vergorenen 
Kohlenstoffs sind anwesend 23,6 mg als Acetaldehyd, 39,2 mg als Essig- 
sdure, 11,6 mg als Bernsteinsiure, 5.5 mg als Milchsiure und 44.5 mg 
als Kohlendioxyd, in toto 124.4 mg Kohlenstoff. 
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Das Defizit betragt hier 66,1 mg. Hierbei ist jedoch zu bedenken, 
dal. wie uns das Experiment lehrt, 76 mg Bakterienmaterial geschaffen 
sind. Kruse hat betont, daB fast 50 Proz. dieser Materie aus Kohlenstoff 
hesteht, im vorliegenden Falle deshalb 38 mg Kohlenstoff. Das Defizit 
wird durch diese machtige Bakterienentwicklung stark reduziert und 
bis auf 28.1 mg herabgedriickt, d.h. auf 14,7 Proz. Doch ist zu _ be- 
merken, daB vielleicht nicht aller Kohlenstoff der Bakterien vom 
Glycerin stammt, zum Teil vielleicht auch dem Pepton entnommen 
ist: jedoch ist dabei gleichfalls zu bedenken, daB die Vergirung sehr 
energisch verlauft, da in 30 Tagen von 900 mg Glycerin 500 mg ver 
goren wurden. Auf Grund der mitgeteilten Tatsachen kann man sagen, 
daB die Vergirung von Glycerin der Hauptsache nach wieder eine 

: Essigsiurevergarung ist, wie wir sie auch von Glycerinaldehyd, Glycerin- 
siure, Dioxyaceton und Brenztraubensiure kennen. Auch hier ist die 
Entstehung der Essigsaure an eine Hydroxydation gebunden und deshalb 
von einer Wasserstoffentwicklung begleitet. da auch hier der ganze 
ProzeB unter anaeroben Umstanden auf die gleiche Weise vonstatten geht 

Wir kénnen deshalb die Glycerinzersetzung uns wie folgt denken: 

CH,OH —+ CH, * —+ CH, 





CHOH CH co 

CH,OH CH,OH CH,OH 
Brenztraubenalkohol 

CH, H,O +» CH, +2H, 

co CoO 

CH,OH COOH 


Brenztraubensaure 
Neben dieser Reaktion laufen noch andere Umsetzungen ab; denn 
auBer Kohlendioxyd, Wasserstoff, Acetaldehyd und Essigséiure ent- 
stehen auch Bernsteinsiure und Milchsiure, wenn auch in kleiner Menge. 
Die Umwandlung von Methylglyoxal in Milchsaure ist bekannt, 
welche schon beim Erhitzen mit Wasser auf 100° langsam erfolgt, es 
ist deshalb méglich, daB diese Reaktion sich auch hier vollzieht. Auch 
die gleiche Umsetzung von Dioxyaceton durch Destillation mit ver- 
diinnter Schwefelsaure ist méglich, und auch daran ist zu denken, 
denn, wenn wir uns darauf stiitzen, so kénnen wir fiir die Entstehung 
von Milchsaure das gleiche Schema benutzen, das wir schon bei der 

Dioxyacetonvergirung entwickelt haben, niamlich: 


CH,OH + CH, +> CH, 
CHOH CHOH >O CHOH 
CH,OH CH, CHO 


Glycerin Milchséurealdehyd 
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Ganz analog: 


CH,OH ~~ CH, +» CH, 

co CO 30 CO ; 

CH,OH CH, CHO 
Dioxyvaceton Brenztraubenaldehyd 


Wir haben die letzte Vorstellungsweise gewahlt und nicht die Um- 
wandlung Methylglyoxal in Milchsiure, da es uns nicht méglich war, 
diese Saure als Garungsprodukt bei der Zersetzung von Glycerin- 
aldehyd nachzuweisen, und doch war hier die Anwesenheit der Milch- 
saure zu erwarten gewesen. 


CH,OH —~ CH, » CH, 
O 
CHOH CH co 
CHO CHO CHO 
Glvcerinaldehyd Methylglyoxal 


Auch bei der Dioxyacetonvergirung wird Milchsaure nicht ge- 
funden, so daB die Umsetzung von Methylglyoxal in Milchsaure hier 
nicht stattfindet. 





Die oben gegebene Vorstellung, welche wir als Dioxyaceton- 
umlagerung im Gegensatz zur Glykolumlagerung deuten, macht die 
Entstehung von Milchsaurealdehyd als Zwischenprodukt wahr- 
scheinlich, woraus durch eine Hydroxydation die Milchsiure entsteht. 


CH, +H,O + CH, +H 
CHOH CHOH 
CHO COOH 


Was die Entstehung der Bernsteinsiure anlangt, so hat man. 
wie bei der Entstehung von Methylacetylearbinol, das in Spuren bei 
der Vergirung von Brenztraubensiure und Dioxyaceton mittels der 
Reaktion von Voges und Proskauer nachgewiesen werden kann, an 
synthetische Vorginge zu denken, wie sie von C. Neuberg und seinen 
Mitarbeitern') entdeckt worden sind. Die Bildung von Methyl- 
acetylearbinol ist als eine einfache Acetoinbildung aufzufassen, 


CH,—CHO+ HOC—CH, = CH,—CHOH—CO—CH,g,. 


Wie haben wir uns jedoch die Burnsteinsiure entstanden zu denken ‘ 


1) Neuberg und Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282, 1921; Neuberg und 
Liebermann, ebendaselbst 121, 311, 1921; Newberg und Reinfurth, eben 
daselbst 148, 553, 1923. 
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Wir denken uns diese Séiure ebenfalls aus zwei Molekiilen Acet- 
aldehyd geformt, welche aus Brenztraubensiure in statu nascendi 
sehr reaktionsfahig hervorgeht. 

CH, oder CH, +» CH, +CO,+ H 
O oO 
CO CH CH 


COOH COOH 
Brenztraubensaure 


CH, CH, CH, CHO 
O 4 O - | O >» 
CH CH CH CH, 
CH CH, 
q O 
CH, CHO 
Bernsteinsaure- 
aldehyd 


Der Bernsteinsiurealdehyd geht durch eine Hydroxydation in 
Bernsteinsaure tiber. 
CHO+2H,0 ~+ COOH + 2H, 





CH, CH, 
CH, CH, 
CHO COOH 


Bernsteinsiiure 


Nur eine Frage bleibt bei dieser Vorstellung unbeantwortet, 
namlich diese: Warum bei der bakteriellen Glycerinsiurevergirung 
keine, bei der Glycerinvergarung wohl Bernsteinsaure entsteht. Vor- 
laufig kénnen wir darauf keine Antwort geben, nur so viel wissen wir, 
daB die Glycerinvergarung etwas ganz anderes ist. Wir hoffen darauf 
zu gelegener Zeit nochmals zuriickzukommen, denn wir sind tiber- 
zeugt, daB hier der Schliissel fiir das Problem der bakteriellen Zucker- 


vergirung zu suchen ist. 


Experimentelles. 
KurzgejaBte Beschreibung der Methodik. 

Wie bereits erwahnt, dienten uns als Erreger bei diesen Untersuchungen 
die Bakterien der Koli-Typhusgruppe, und zwar bei den qualitativen 
Untersuchungen, da nur das Bact. coli fiir die quantitativen Proben heran- 
gezogen ist. Denn von diesen Bakterien vergiart das Bact. coli am kriiftigsten, 
erzeugt deshalb auch die gréB8ten Mengen von Girungsprodukten. Alle 
Bakterien wurden auf ihre morphologischen und kulturellen Eigenschaften 
untersucht und mehrfach auf ihre Reinheit gepriift. 

Vergebens haben wir versucht, ein anorganisches Milieu herzustellen. 
za dem wir die zu untersuchenden Stoffe hitten zufiigen kénnen, aber es 
hat sich dabei herausgestellt, daB zwar die Koliorganismen und die Para 
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tvphusbakterien sich darin entwickeln, wie einer!) von unsschon vor langere: 
Zeit nachgewiesen hat, daB jedoch die mehr parasitaren Arten versagten 
Auch hatte die Garungsintensitaét der sich entwickelnden Organismen stark 
gelitten, so daB die Analyse der Girungsprodukte dadurch sehr erschwert 
wurde. Deshalb haben wir eine I proz. Peptonlésung als Medium gewihlt 

Fiir die Untersuchung auf Vergirbarkeit der verschiedenen Zucker- 
alkohole und Zuckerarten haben wir uns immer einer '4proz. Lésung 
im Peptonwasser bedient. 

Um einer Zersetzung der Kohlenhydrate ganz vorzubeugen, wurde 
eine zweimalige Sterilisation auf 100° wahrend einer halben Stunde gewahlt 

Immer wurde die Sterilitat des Nahrsubstrats festgestellt und erst 
dann das Experiment begonnen. 

Fiir das Abfangverfahren haben wir wieder die | proz. Peptonlésung 
gewihlt, zu der wir 2 Proz. sekundiires schwefligsaures Natrium, | Proz 
Calciumearbonat und 2 Proz. des zu untersuchenden Stoffes fiigten. Wenn 
die Art des Stoffes eine Erhitzung nicht zulieB, wurde die Kerzenfiltration 
fiir die Sterilisation zur Anwendung gebracht. 

In der Regel haben wir die Liésungen mit einer Ose einer 24stiindigen 
Agarkultur beimpft. Die Kulturen stellten wir wahrend 5 bis 12 Tage 
im Brutschrank bei 37° auf; sie wurden auf die Anwesenheit von Gas. 
Saure und Acetaldehyd untersucht. 

Der Acetaldehyd ist von uns immer im Destillat mittels der Reaktion 
von Rimini*) und mittels des Paranitrophenylhydrazons nachgewiesen. 

Auch hier haben wir uns durch Blankoproben iiberzeugt, daB die 
geformten Produkte nicht dem Pepton, sondern nur den zugesetzten 
Stoffen entstammten. 

Fiir eine genaue Analvse der Garungsprodukte war es wiinschenswert. 
die Vergiirung wiihrend 30 Tage bei 37° in Gang zu halten. Als Milieu 
bedienten wir uns wieder der schon mehrfach erwihnten Peptonlésung 
mit 1 Proz. Caletumearbonat und | Proz. der zu vergiirenden Substanz. 

Untersucht wurde die Kulturfliissigkeit auf Acetaldehyd, Athy! 
alkohol, Acetylmethylearbinol, Ameisensiure, Essigsiture, Bernsteinsaure 
und Milchséure. 

Acetaldehyd und Athylalkohol wurden im Destillat nachgewiesen, und 
zwar die erste Verbindung auf die schon angedeutete Weise; Athylalkoho! 
mittels der Jodoformreaktion, als Athyvlbenzoat und mit der Reaktion 
von Blanksma®*). 

Nach Abdestillieren dieser beiden Verbindungen wurde der Destillations- 
riickstand mittels verdiinnter Schwefelsiiure sauer gemacht und aus ihren 
Caleiumsalzen frei gemachte Siéuren, der Destillation unterworfen. 

Im Destillat wurde auf Ameisensiiure mit der Reaktion von Sérudlas* 
und mit der von Hekner®) gepriift; die Essigsiure mittels der Kakody! 
reaktion, und nach Trockendestilation des Caleiumsalzes als Aceton mit 
der Reaktion von Frommer und Emilewicz*) nachgewiesen. 


') W. C. de Graajj, Tydschr. v. vergel. Geneerk. 1917, 1918 und 1919. 
*) Rimini, Chem. Centralbl. 1898, IT, 277. 

8) J. J. Blanksma, Chem. Weekbl. 1914, 8. 206. 

4) Sérullas, Chem. Centralbl. 1881, 5S. 868. 

®) Hehner, The Analyse 1896, S. 94. 

*) Frommer und Emilewicz, Berlin. klin. Wochenschr. 1905, S. L0Os. 
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Der Destillationsriickstand wurde nach dem Eindampfen auf das 
halbe Volumen mit Ather ausgezogen und im Atherextrakt nach Bernstein- 
siure mikrochemisch (Bleisuccinat) gesucht. Fiir die Trennung von Bern- 
steinsaure und Milchséiure wurden die Siuren mittels Barytlésung genau 
neutralisiert; das Bariumsuccinat mit verdiinntem Alkohol priizipitiert 
und von dem auch im verdiinnten Spiritus léslichen Bariumlactat ab- 
filtriert. Im Filtrat wurde nach Vertreiben des Alkohols nach Milchsiiure 
gesucht; mikrochemisch in Form von Kobaltlactat, makrochemisch nach 
Oxydation mit alkalischer Kaliumpermanganatlésung mit Brenztrauben- 
siure (Nitroprussidreaktion). Methylacetylearbinol war lediglich mittels 
der Farbreaktion von Voges und Proskauer nachzuweisen. 

Die quantitative chemische Analyse der Vergarungsprodukte war viel 
schwerer in ihrer Ausfiihrung. Sie hatte zu umfassen die Bestimmung 
der Gase (Kohlendioxyd und Wasserstoff), der fliichtigen Verbindungen 
(Acetaldehyd, Ameisensiure und Essigsiture) und der nicht fliichtigen 
Verbindungen (Bernsteinsiure und Milchséure). AuBerdem war es nétig, 
die vergiirenden Substanzen selbst quantitativ zu analysieren, was fiir 
Glykol, Glycerin und Brenztraubensiure ausgefiihrt ist. 

Die Gase wurden quantitativ in ein Eudiometerrohr gebracht. Das 
Kohlendioxyd mittels Kaliumhydroxyd absorbiert und das Volumen fest- 
gestellt. Nach Absorption der Kohlensiture wurde der Rest mit einem 
bestimmten Uberma®B Sauerstoff gemischt, entziindet und die eintretende 
Volumenverringerung gemessen. 

Es stellte sich bei unseren Versuchen heraus, daB das Gasgemisch 
nur aus Wasserstoff und Kohlendioxyvd besteht, Methan wurde niemals 
nachgewiesen. 

Das Volumen der erzeugten Gase war bei einer und derselben Ver- 
girung nicht konstant; das eine Mal waren es z. B. 20 cem, das andere Mal 
nur 12cem. Auch das Verhiltnis der Gase war nach derselben Zeit, z. B. 
24 Stunden. wechselnd. Wohl kann man sagen, daB nach ungefahr 1 Woche 
das Gesamtvolumen das gréB8te ist, nachher tritt eine Verringerung ein, 
da das Kohlendioxyd vom entstandenen, aus dem Pepton der Nihrlésung 
herstammenden Ammoniak allmihlich absorbiert wird. 

Bei der Vergiirung unter Zusatz von Kreide war ein anderer Weg fiir 
die Bestimmung des Kohlendioxyds zu betreten, da hier auch aus der 
Kreide durch die Einwirkung der entstandenen Sauren Kohlensiure ent- 
steht, welche fiir uns von keinem Werte war, da wir nur mit dem aus dem 
zugesetzten Stoffe entstandenen Kohlendioxyd zu rechnen haben. 

Die von der Gairung herstammenden Gase wurden von zwei Natronkalk- 
réhrehen von Kohlensiure befreit. Die Gewichtszunahme dieser Réhrcehen 
gibt das Quantum der entstandenen und von Natronkalk absorbierten 
Kohlensiiure an. 

Um aus dieser Gesamtmenge von Kohlendioxyd die von den Sauren 
aus der Kreide hergestellte Kohlensiure abziehen zu kénnen, haben wir 
diese Menge mittels einer Calciumbestimmung der Lésung vor und nach 
der Vergitrung bestimmt. Die Differenz beider gibt ein MaB fiir die von 
den Siiuren aus der Kreide frei gemachten Kohlenséure. 

Fiir die quantitative Bestimmung des <Acetaldehyds haben wir die 
Methode von Ripper') gewahit, nur sei man dabei bedacht. um einem 


') Ripper, Monatshefte d. Chem. 1900, S, 1079, 


Biochemische Zeitschrift Band 155. 29 
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Verlust von Schwefeldioxyd vorzubeugen, das Gemisch von Bisulfit wid 
Aldehyd unter die titrierte Jodlésung flieBen zu lassen und dann vor 
sichtig und leise zu mischen. 

Die Essigsdure wurde nach Dampfdestillation durch Titration mit Lauge 
bestimmt. Ameisensdure war niemals zu beriicksichtigen. 

Milchsdure wurde nur nach Vergirung von Glycerin nachgewiesen, 
und zwar in kleiner Menge. Hier haben wir die auBerst geringe Fliichtigkeit 
dieser Séure mit Wasserdampf vernachliassigt und sie als Essigsiiure be 
rechnet. 

Die Bernsteinsdure wurde mittels Ather durch mehrtigige Extraktion 
der Lésung entzogen, die vorher mit verdiinnter Schwefelséiure bis zur 
sauren Reaktion versetzt war. 

Der Atherriickstand wurde nach Abdampfung auf dem Wasserbade 
in Alkohol von 96 Proz. gelést und noch hei®8 mit kochender, gesattigter 
Barytlésung gegen Phenolphthalein genau neutralisiert, aufgekocht und 
unter AbschluB eines Natronkalkréhrchens ganz gekiihlt. 

Der Niederschlag von Bariumsuccinat wurde gesammelt, gewaschen 
und gewogen. 

Milchsdure wurde durch Bestimmung des Gesamtsiuregrades und 
Abzug der gefundenen Menge Essigsiiture und Bernsteinsiiure gefunden. 

Zum SchluB werden noch die Methoden besprochen fiir die Bestimmung 
der unzersetzten Mengen Glykols, Glycerins und Brenztraubensiure. 

Die Glycerinbestimmung konnte bei unseren Untersuchungen folgender- 
maBen ausgefiihrt werden. 50 ccm der Glycerinpeptonlésung wurden bi- 
auf etwa 3ccm eingedampft. einige Tropfen Alkohol (96proz.) zugefiigt 
und mittels Aceton das Glycerin ausgezogen. Nach 24 Stunden wurde 
die Acetonlésung gesammelt, abgedampft und der glycerinhaltige Riick- 
stand 2 Tage iiber Schwefelsiure getrocknet und gewogen. Die Glykol 
bestimmung ist auf gleiche Weise ausgefiihrt. Das extrahierte Glyko! 
bedarf jedoch einer energischen Trocknung, denn erst nach 5 Tagen wird 
Gewichtskonstanz im Schwefelsiureexsikkator erreicht. 

Die Brenztraubensdurebestimmung kann durch Umwandlung dieser 
Saiure in ihr Hydrazon bequem ausgefiihrt werden. 














Untersuchungen iiber den Einflub 
ultravioletter Strahlen auf die akzessorischen Nahrstofffaktoren. 


Bemerkung zu der Mitteilung von Joseph Spinka. 


Von 
S. S. Zilva. 
(Aus dem Biochemical Department, Lister Institute, London.) 


(Eingeaangen am 3. Januar 1925.) 


In einer Reihe von Mitteilungen hat Spinka?) in dieser Zeitschrift 
eine Anzahl von Versuchen iiber die Wirkung des ultravioletten Lichtes 
in Gegenwart und Abwesenheit von Luft auf die Vitamine beschrieben. 
Zu meiner Befriedigung kann ich feststellen, daB er im allgemeinen 
die Ergebnisse bestatigt, die ich einige Jahre friiher*) bei ahnlichen 
Untersuchungen erzielt habe. Auf eine Bemerkung Spinkas muB ich 
jedoch zwecks Vermeidung von Mif®verstaindnissen eingehen. In seinen 
Experimenten mit Vitamin A fand Spinka, genau so wie ich friher, 
daB bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht in Gegenwart von Luft 
Butter so stark angegriffen wird, da} sie einen unangenehmen Geschmack 
annimmt. So behandelte Butter hatte eine Giftwirkung auf Mause 
derart, daB sie weit eher starben, bevor Vitaminmangel ihren Tod 
verschulden konnte. Obgleich Spinka es fiir sehr wahrscheinlich halt, 
daB das Vitamin bei dieser Behandlung zerstért ist, riigt er, daB meine 
Versuche dies nicht tiberzeugend dartaten. Dies trifft nicht zu; denn 
in meiner Publikation gebe ich die Daten und Gewichtskurven fiir 
drei Ratten an, bei denen das Wachstum ausblieb, wenn sie mit be- 
strahlter Butter ernahrt waren. Zwei dieser Tiere erhielten iiber 
3 Wochen hindurch bestrahlte Butter und gewannen nach dieser Zeit 
ihr Wachstum zuriick, wenn die belichtete Butter durch gewéhnliche 
Butter ersetzt wurde. Das dritte Tier starb, nachdem es ungefdhr 
4 Wochen mit der vorbehandelten Butter ernihrt war, und zwar nicht, 
wie Spinkas Mause, infolge Giftwirkung, sondern wegen Mangel an 
Vitamin A. Dies Experiment beweist daher unwiderleglich, daB bei 
Bestrahlung von Butter mit ultraviolettem Licht in Luftgegenwart 
das fettlisliche Vitamin A zerstért wird. Wie ich spiter*) gezeigt habe, 
ist das von der Lampe erzeugte Ozon fiir diese Zerstérung verantwortlich. 


1) Joseph Spinka, diese Zeitschr. 158, 196, 1924. 
2) S.S. Zilva, Biochem. Journ. 18, 164, 1919. 
8) Derselbe, ebendaselbst 14. 740, 1920. 











Uber die Abhingigkeit der alkoholischen Garung 
von der Wasserstoffionenkonzentration. I. 


Von 


Erik Hiigglund und Anne Marie Augustson. 
(Aus dem chemischen Institut der Akademie zu Abo, Finnland.) 


(Eingegangen am 45. Januar 1925.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Bestimmung der Girungsgeschwindigkeit dureh Messung 
der Kohlensiureentwicklung. 

Vor etwa zehn Jahren hat der eine von uns in einer Arbeit ,,Hefe 
und Giarung in ihrer Abhangigkeit von Wasserstoff- und Hydroxyl- 
ionen”’ nebst einer kritischen Besprechung friiherer Untersuchungen 
und durch neue Versuche die Kenntnis dieses Gebietes zu bereichern 
gesucht. Vor allen Dingen wurde dabei festgestellt, daB die Wirkung 
der Saiuren in erster Linie auf den Gehalt derselben an Wasserstoffionen 
zuriickzufiihren war. AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dab 
spezifische Einfliisse seitens der Siuren sich geltend machten. 

Schon zu dem oben erwahnten Zeitpunkt waren weitere Unter- 
suchungen geplant, wobei zuniachst die Frage der giinstigsten Aciditats- 
bedingungen unter verschiedenen Voraussetzungen niaher  studiert 
werden sollten; konnten aber wegen anderer Dispositionen nicht auf- 
genommen werden. In der dazwischenliegenden Zeit hat Huler in 
vollem Einverstandnis mit dem einen von uns (Hdgglund) mit einigen 
seiner Mitarbeiter dieses Gebiet durch einige wertvolle Untersuchungen 
bereichert'). Dadurch ist aber dieses Arbeitsgebiet keineswegs er- 
schépfend durchforscht. Sogar in einer so aktuellen und vitalen Frage, 
wie die optimale Wasserstoffionenkonzentration der Garung, herrscht noch 
eine gewisse Unsicherheit. Deshalb haben wir zunichst dieses Problem 
unter Anwendung von verschiedenen Sauren, und zwar in Puffer- 
mischungen, und von vérschiedenen Garungssubstraten aufgenommen. 
wobei wir zunachst die Girungsgeschwindigkeit durch Messung der 
Kohlensaiureentwicklung studierten. 


1) Euler und Heintze, Vet. akad. Arkiv f. kemi 7, Nr. 21, 1917; Myrbdck, 
H. 139, 30, 1924. 
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Da nach der heutigen Anschauung die aufeinanderlaufenden 
Reaktionen der Zuckerspaltung bzw. Veresterung von einer Reihe von 
Enzymen, jedes fiir seine besondere Stufe, bedingt sind, fiir deren 
Wirksamkeit besondere py-Kurven mit charakteristischen Optimum. 
gebieten wahrscheinlich gelten, bekommt man durch Messung det 
Kohlensiureentwicklung ein zuverlassiges Mali der Geschwindigkeit 
des Zuckerzerfalls von Anfang bis zu Ende, sofern keine Zwischen- 
produkte angehiuft werden. Das ist bei saurer Reaktion des Garungs- 
substrats annihernd der Fall. 
Die dabei erhaltenen pg-Kur- 
d. h. die Beziehungen 
zwischen der relativen Ga- 
rungsgeschwindigkeit und der 
Wasserstoffionenkonzentra- 


ven, 

















tion, miissen in dem Falle als I 3 halbe Stde. 
Durchschnitts- oder Mittel- 3 70; 3 
zahikurven simtlicher Enzym- S 
reaktionen aufgefaBt werden. 2 so. 2 halbe Stde < 
Demnach hat man auch zu S 30 
erwarten, da das Aussehen > 70: 
der betreffenden Kurven fiir § 
verschiedene Substrate ver- <7 
schieden sein mub. Das haben é 7 
wir auch gefunden. S ao. *halbe Stde 
Fiir unsere Untersuchun- 60; 
gen wihliten wir folgende - <= he 
Sauren in Puffermischungen: pe 
Phosphorsiiure, Milchsaure, 20 
Essigsiure und Brenztrauben- 10 
siiure. . . + %° ¥ 8 YO? 


Was zunichst die Phos- 
phorsaure betrifft, fanden wir 
in den meisten Fallen eine Verschiebung des pg-Optimums wahrend der 
Garung. Aus den in dem experimentellen Teil naher beschriebenen Ver- 
suchen Ia bis Id geht hervor, daB das Optimum der Wasserstoffionen- 
konzentration nach einer halben Stunde und nach 2 Stunden von etwa 
Py = 4.5 auf py = 6 verschoben worden ist (Abb. 1). Nun andert sich 
auch die Aciditat wahrend der Garung auf Grund des bekannten Saure- 
Die angefiihrten pg-Werte beziehen 


Abb. 1 


produktionsvermégens der Hefe. 


sich auf den Mittelwert von pq unmittelbar nach dem Hefezusatz und 
nach 2 Stunden Garung. Wie aus den Zahlen hervorgeht, ist die Ver- 
‘iinderung der Aciditét auf Grund der Siureproduktion wenigstens 
im Bereich der Optimalwirkung meistens nicht groB und auf alle Falle 
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von ganz anderer GréBenordnung, als einfach dadurch die erwahnt 
Verschiebung des pg-Optimums erklirt werden kénnte. Da sich abe: 
der Garungsvorgang gréBtenteils innerhalb der Zelle vollzieht, ist es 
durchaus denkbar, daB dort eine andere, und zwar gréBere Wasser- 
stoffionenkonzentration als in der umgebenden Lésung herrscht. Es 
erscheint aus diesem Grunde und aus anderen, die wir unten angeben 
werden, berechtigt, ja notwendig, die anfingliche py-Konzentration 
4.5 fiir Phosphorsaiure als Optimum anzusehen. Es ist in Anschluls 
an diese Uberlegung geeignet, auf die Versuche der Garung der 
Maltose hinzuweisen. Aus den Kurvenzeichnungen der Abb. 3 geht 
hervor, daB das py- 
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ee Optimum der Garung in 
| _ diesem Falle wahrend 
70} | 2 Stunden Garung kon- 

t | stant bei py = 4,5 bleibt. 

p~ -kaaibe Stee Es ergibt sich ferner, dab 
a. | der Saurezuwachs bei 

* 0} der Maltosegirung ent- 


weder gar keiner, oder 
verhaltnismaBig sehr ge- 
ring ist. Glucose und 
Rohrzucker!) geben aber 
bei der Girung, wie er- 
wihnt, eine deutliche 
Verschiebung. 

Um zu sehen, ob 
eine Anderung des Aus- 
sebensder py- Kurven bei 
vorhergehender Hefe- 
waschung mit Phosphat- 
mischungen — eintreten 
wiirde, wurde auch die 
Versuchsreihe II aus- 
gefiihrt. Es ist offenbar. 
dab eine Veranderung nicht eingetreten ist. Auch in dem Falle 
trat eine Verschiebung von py = 4,5 auf pg = 6 ein (Versuchsreihe Ila 
und IIb). Das Ergebnis steht in Cbereinstimmung mit Resultaten, 
die in der obenerwaihnten Monographie enthalten sind, aus welchen 
hervorgeht, dab eine Vorbehandlung der Hefe mit Saurelésungen 
ohne Zucker innerhalb gewisser Grenzen auf die Hemmung der Gar- 
titigkeit der Hefe praktisch ohne EinfluB ist (Abb. 2). 


2 | shalbe Shee. 
. 10 ——— 

















Abb. 2 


1) Bei der Vergarung von Rohrzucker wurde dasselbe Resultat wie 
mit Glucose erhalten und wird deshalb nicht angefiihrt. 
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Die oben erwahnte Verschiebung des Garungsoptimums ist offen- 
bar von noch einem Umstand, naimlich von dem physiologischen Zustand 
der Hefe abhingig. Eine Hefe von derselben Rasse, aber von einer 
anderen Sendung stammend, gab Optimumwerte, die mit der Zeit 
eine kleine Verschiebung zeigen, welche aber unter Beriicksichtigung 
des wihrend der Garung eingetretenen Saurezuwachses belanglos ist. 
In dem Falle liegt das Opti- 
mum wdhrend der ganzen Zeit 
(2 Stunden) bei etwa py = 4,5 pe 
Versuchsreihe [Va und IVb). 70: 

Bei den Garungsversuchen 


mit Milchsdure-Natriumlactat 7} 
ergibt sich fiir Lésungen von | oo 
Rohrzucker, Glucose und Mal- = 2: 
tose ein Optimum bei etwa 2 - 
py = 4.5. Als Beispiel seien die ps 
Kurven fiir Glucoselésungen re 
angegeben (Abb. 4). Die punk- S701 
tierte Kurve reprisentiert die § 

Girungskurve unter Beriick- »” 
sichtigung der tatsachlichen ou 
H'-Ionenkonzentration. (Ver- * 49 
suchsreihe Va bis Vb.) 60: 


Werden die Kurven fiir 50}— 
Phosphorsaure und Milchsaure 
verglichen, so geht hervor,daB 4, 
das Aussehen recht verschieden 10} 
ist. Man merkt vor allen 0 
Dingen, daB bei den Phosphor- 
siure-Phosphatlésungen nach 
der alkalischen oder neutralen Seite eine deutliche Abschwaichung 
eintritt, was bei den Girungsversuchen mit Milchsiure nicht der Fall 
ist. Auf der entgegengesetzten sauren Seite ist das Verhalten genau 
umgekehrt. Die freie Milchsiure wirkt in héherem Grade als die freie 
Phosphorsaure auf die Garung hemmend. 

Mit gepufferten Essigsdurelésungen haben wir je nach der Kon 
zentration des Acetats ein Garungsoptimum bei pq = 4.5 bis 5,5 ge- 
funden. Je starker die Acetatkonzentration ist, um so weiter wird 
das Optimum nach der alkalischen Seite verschoben, und zwar sofort 
bei Beginn der Garung. Das Aussehen der Kurven ist charakteristisch. 
Sowohl nach der neutralen als nach der sauren Seite (und das letztere 
ganz besonders) tritt eine starke Abschwichung der Géarungs- 
geschwindigkeit ein. Die Garung ist offenbar gegen freie Essigsiure 








Abb. 3 
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auBerordentlich empfindlich. In verdiinnten Acetatlésungen vor 

0,03 n tritt das Garungsoptimum wie vorher bei py = 4.5 ein. In 

der Abb. 5 sind die Kurven fiir 0.15 n Acetatlésungen bei Vergiarung 

von Glucose gegeben (Versuchsreihe VII). * 
Fiir Brenztraubensdure-Natriumpyruvinatlésungen ergibt sich nach 

2 Stunden Garung bei pg = 4 bis 5 ein recht breites Optimum (Ver- 

suchsreihe Xa bis Xb). | 
9100 — —- . 
90} 
60} 
70} 
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Fassen wir die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zusammen, so 
geht hervor, dai das Gdrungsoptimum je nach der in dem Substrat an- 
wesenden Sdure und Zuckerart hei verschiedenem py eintreten kann, was 
auf Einfliisse spezifischer Art zuriickzufiihren ist. Sehen wir von letzteren 
ab, ergibt sich, dap die héchste Gdrtdtigkeit der lebenden Hefe bei py = 4.5 
erreicht wird. 


Experimenteller Teil. 


Die Garung wurde unter dauernder Schiittelung der Garkolben 
und einem Vakuum von etwa 10cm Hg ausgefiihrt. Die Temperatur 
betrug genau 30° und wurde mit einem elektrisch geheizten Thermo- 
staten, in welchem die Kolben eintauchten, aufrecht erhalten. Die 
entwickelte Kohlensiure wurde in Biiretten, die in zehntel Kubik- 
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zentimeter geteilt waren, aufgefangen. Die Bestimmung der Wasser- 
stoffionenkonzentration geschah elektrometrisch. Die Aciditits- 
bestimmung wurde in der Giarlésung ohne Hefe, unmittelbar nach 
dem Hefezusatz und nach 2 Stunden Girung ausgefiihrt. Die Hefe 
war eine obergirige Reinhefe von Stockholms Norra Jdstfabrik, die 
uns von Herrn Direktor H. Brahmer wéchentlich frisch abgepreBt 
zugeschickt wurde. Die Hefe war immer von bester Giite. Wir méchten an 
dieser Stelle Herrn Brahmer fiir sein Entgegenkommen bestens danken. 

Von jeder Versuchsreihe wurden mindestens zwei, zuweilen aber 
mehrere Versuche ausgefiihrt. Wie aus den Diagrammen und Tabellen 
hervorgeht. stimmen sie gut miteinander iiberein. 


Versuchsrethe la. 


Mischungen von 8g Na,HPO, und 8g KH,PO,, je auf 400 cem Sproz. 
Glucoselésung. Giéaransatz: 20cem Lésung, 0,5 g¢ Hefe. 





Zeit 1 2 3 4 a a 


Kohlensaure in cem. 


a ee ee eee 25 415 60 8.0 9.6 144 
l 50 78 10.8 13.6 14.6 16.0 
1 12.3 3.1 160 180 185 7,2 


2 ae a er ee 14.2 | 155 162 194 190 175 


Relative Geschwindigkeit. 





pan: *l, GR. «54 2 wet 17,4 31.2 417 556 66.7 1000 
I = hom eta ee Te 313 4838 675 850 913 10090 
a I! 2 bs ah Wak acne 66.5 TOS 86.5 97.3 100.0 93.0 
2 i eg ae ate Ao 73,1 799 83.5 1000 97.9) 902 

Pu 
1 2 3 . 4 5 6 
= der Lésungen . 851 7,09 673 638 601 4,47 
= | eal ove Ibar nac ‘he Hefezusatz . 781 7,06 6.73 | 629 589 421 
= )nach 2 Std. Garung. . 7,06 682 650)! 622 572 | 407 
= \Mittelzah!l wihrend d. Girung 744 6.94 6.61 626 580 4,14 


Losung A: 8g Na,HPO,/400 cem Glucoselésung. 

Lésung B: 8g KH,P0O,/400 com Glucoselésung. 

Mischung 1= A; 2=4A+ 1B; 3 3A+ 2B; 4 2A 3B 
5= 1A+4B; 6= B. 


Versuchsreihe Ib. 





te 
ow 
5 
ow 
> 


‘4 
Zeit 1 


Kohlensiure in cem. 


SS eee eee 18 46 55 74 97 108 
. @ so dk: 4, at le ha 6,7 9.2 05 40 160 155 


Oh AE ee de 16/43 BS — B99) 166 
2 ay se eis ales cc re ee 1 a wn. | Se oe 
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Versuchsreihe 1b. (Fortsetzung.) 
Zeit 1 2 3 4 5 6 
Relative Geschwindigkeit. 
Nach ?/, Std. 166 426 509 685 898 1000 
l _ 419 575 65.6 74 1000 907 
if 1*/, 614 75.6 82.0 — 1000 87.9 
2 = ie ee an er ee SS 75.2 79.4 83.0 — 100.0 85,1] 
Pu 
1 2 3 . 5 6 
= der Lésungen 850 714 6,73 638 598 430 
= | onaibhalbar nach Hefe susate . 7.81 7,06 6.73 6.29 589 42) 
‘= )jnach 2 Std. Garung . ; 7,08 685 663 — 5,79 3,88 
<— \Mittelzahl wahrend d. Garung 744 69 668 — 584 4.04 
Versuchsreihe Ic. 
Zeit 1 2 3 7 5 6 
Kohlenséure in cem. 
Nach } a er a ee oe 3.1 5.0 44 55 91 115 
i ds 80 106 120 162 163 156 
s: Me ls 121 149 165 183 191 17.6 
" 2 # 140 165 18.3 19.4 19.6 16.8 
Relative Geschwindigkeit. 
Nach - '/, Std. ........ i] 870) 45 38.2 478 791 1000 
. = : 49.0 65,0 73,6 933 1000 95.46 
is 1'/, 63.3 78.0 864 958 1000 92.) 
2 713 842 93.4 99.0 1000 85.7 
Pu 
1 2 3 4 5 6 
Aciditat, Mittelzahl wihrend der 
Garung — . . | 7,43 6,99 666 626 581 4,00 
Versuchsreihe J d. 
Zeit 3 5 6 7 8 cy) 
a) Kohlenséure in cem. 
ee aS 5 ns se Se 3.9 101 11.2 11,2 9.6 91 
= 1 AP ae ee ee 120 165 155 146 144 143 
* y eer eee 160 190 168 16,1 15.6 153 
a a Se ie FAST ree * 165 118.7 161 142 142 148 
hb) ’ 
Nach }/, Std 5.5 108 11s 12 W2 103 
. . 1] 174 16.2 13 150 147 
‘ Mm. -» a 15, 19.1 17, 159 154) 149 
2 a 17,0 184 147 15.3 142) 13,8 
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Zeit 3 5 6 7 s 9 

' Relative Geschwindigkeit. 

Re "in ee 2° a8 ee 34.8 91.1 1000 794 85.7 81,2 
l 725 1000 933 885 873 867 
bn, 805 1000 S884 S847 821 805 
2 88.2 1000 861 759 759 791 
Se | en i ha la: te) ree 46,2 98 1000 94.1 85.7 89,9 
l - evceesessse ft COP 1ae tt Cl | GIP) C2) O65 
IM, 2 we eee es ee | O82 | 2000) 805 | 62S 806 | 780 
2 ~ wes céeve ef me ae? Tei Ss) T2t ee 

Pu 
3 5 6 8 ) 
der Lésungen . 6,68 590 425 352 281 1,90 
+ ]unmittelbar nac -h He fezusate . 666 590 421 3,52 | 2,79 | 1,90 
- — ; 4 {a 659 5,75 3.75 345 286 1,95 
g nach 2 Std. Garung ib 653 5.75 380 336 285 1195 

7 662 583 398 348 282 192 

< | Mittelzah! wahrend d. Girung}} 660, 583 400 344 282 1192 

Zur Erreichung héherer H’-lonenkonzentration wurde zu den 
Mischungen H,PO, zugesetzt. Das ist auch in den folgenden Versuchen 
mit Phosphorsiure-Phosphatmischungen der Fall. 

Versuchsreihe 11. 

3 Stunden Vorbehandlung mit Phosphat-Phosphorsaurelésungen. 

Zeit ! 2 3 4 5 6 7 5 o w 
a) Kohlensaure im ccm. 
',Stunde. 17 43 4,7 94 96 126 110 123 122 110 99 

a . 53 82 108 145 162 180 17,1 168 182 |15.2 12,7 

IN, Stunden 100 135 1,0 198 189 193 18,7 19,2 169 153 12.9 
2 12.9 17,1 17.2 206 180 174 149 165 16,7 141 122 
hb) 

1, Stunde. — 36 58 76 U0 12,7 99 132 116 107 7,1 
] es . 33 86 119 151 17,7 18) 184 175 166 153 12.2 
1? Stunden |11,1 13.9 16,1 186 201 203 201 185 17.22 164 132 
2 122 154 178 190 203 17,7 170) 156 155 14,7 12,6 
a) Relative Geschwindigkeit. 

1, Stunde. 13,5 34,1 373 746 762 1000 87,2 97,6 96,6 87,3 714 
] ig . 28,9 455 600 805 90 1000 950 983 — 844 705 
1}, Stunden 55,6, 68,2 75,2 1000 954 97,5 44 97,0 85,0 77,3 65,1 
2 62.6 83.1 83.5 100.0 S874 844 77,1 80.1 81.0 685 587 
bh) 

1, Stunde. — 27,3 43,9 57,6 83,3 962 75,0 1000 87,9 81,1 538 
] 4 . 178 46,7 64.7 82,1 95.7 983 1000 95,1 902 83,1 663 
I}. Stunden 54,7 68.5 (793 91,6 99,1 100.0 99,1 91,1 84,7 80,8 65,0 
2 60.1 75.9 (87.7 936 100.0 87,1 832 768 763 724 621 
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Pu 
1 2 3 4 5 6 7 s 0) Ww 1 
ttelb. n. - -eela - 2 

P “Helesasats 8,00 7,21 675 644 598 522 440 430 348 244 1.95 

= ch 2 Std. 

5) "Garang... 7,37 6,91 648 626 5,79 459 3,75 3,70 342 236 1.93 

cue 

. h ' 

Garung .. 7,69 7,01 6,67 635 588 495 408 4,00 345 240 195 
Versuchsreihe 111. 
Phosphorsiture-K, Na-Phosphatmischungen (vgl. Versuchsreihe 1). 
5proz. Maltoselésung. 
Zeit 2 3 4 5 6 7 8 9 Ww 

a) Kohlensiure in cem. 

Nach }), Stunde — 0} 04 20 66 7,3 65' 65 — 18 
l » -) — Of; O11, 5,7°101 107) 107); — —. 15 
1'',Stunden. | — 9O | O8 7,5 109 122, 123/ 94 65 14 
2 — 0 24, 8,7 12,1 13,0 124; 98 537 10 

b) 

Nach !, Stunde —- — — 18 53 79 66 70 36 
ioe i . || —| —| —| BS) O83] 121) 103/ Os! a2) - 

1!) Stunden . — — — 79,111) 1835) 126/115 60 —- 
a's —' —/ —/| 82/116! 137) 131/105) 53 — 

a) Relative Geschwindigkeit. 

Nach }, Stunde — 0 | 56 253/904 1000) 823/823 — 245 
na ‘$ . — | 0 | 18/532/944) 1000/1000; — — 23 
> 1"), Stunden. — 0 65 61,0 886 992 1000 764 52,8 114 

2 — 0 184 670 93.1 1000 95,4 754 43,8 77 

1.) 

Zeit 2 3 4 5 6’ 7’ 8’ ) 10 

Nach ?), Stunde —_ — — 228 67,1 1000 835 886 456 — 
l om ‘ - — — 430 768 1000) 85,1 81,0 51,2 - 
I’, Stunden. — — — 585 82,2 1000 933 852 438 - 
2 — — — | 594 84.7 100.0 95,6 76,7 387 

Pu 
1 2 3 4 6 7 s ) 10 
= ;unmittelbar nach 

= Hefezusatz . — 749/683 6,23) 554 529 442 3,06 266 1.93 

= So — 7,49 6,74 619/538 489 3,87 | 3,06 2.66 1,93 

= \Mittelzahl . _ — 7496.78 6.21) 546 5.04 4,15) 3.06 2.66 1,93 

1 2 3 4 6’ 7’ 8’ 9 10 

= (unmittelbar nach ° 

=| Hefezusatz —-_ —_ — — 440 418 361 — - 

See se Carag —_- — — — — 411,387 353 — — 

az \Mittelzahl . —- — — — — 425'402'356 — - 
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-_ Phosphorsiure-, K-, Na-Phosphatmischungen (0,15) Sproz. Rohrzucker- 
losungen. 
On} | Zeit 1 2 3 4 5 6 7 s 
3 . ‘ ¥ 
1) Kohlensiure in cem. 
"3 ; Nach '),Stunde .... om 45 80 109 12.5 12.6 13.1 ~ 
' oe ‘ oe — 102 138 164 17,2 165 16.7 
}*'. Stunden... . - 14.1 16.2 176 18.0 17.6 17.6 
2 — 451 7,1 182 B88 180 180 
- Nach ', Stunde ries. 0 _ 10.0' 129 1129 130 112 
a ra By gage te 41° — — 154 165 16.8 16.6 159 
I’, Stunden . 10.2) — — 4179 8.3) 17.6 17.6 167 
2 127i — — 1186 192) 184 184) 166 
) Relative Geschwindigkeit. 
J 
| Nach ',Stunde .... — M3 610 832 94 %2 1000 
“—— i Pathe! oa 593 802 935 1000 959 971 
1’, Stunden... . -— 78.3 89.4 978 1000 978 W278 — 
2 - ee ea --- 805 910 968 1000 5.7 95.7 _— 
Nach ",Stumde .... 0 — — 770 992 992 1000 86,1 
l zs ons ¢ Doe) = — 96 982 1000 288 944 
1''", Stunden. . . . || 55,7 — — 78 1000 961 1 912 
2 ine > ey er ra — 68S 1000 VS WS R64 
Pu 
1 2 3 4 5 6 7 8 
_~ ,der Lésungen. . . . . . . 8,74 7,05 657 6,08 530 444 4,29 | 4,00 
= | unmittelbar n. Hetezusatz 8,65 7,05 657 6,08 530 444 4,29) 4,00 
Sj nach 2 Stunden Girung . 7,03 682 641 5,68 407 358 351) — 
3 | Mittelzahl wihrend der 
: «= alee « an 7.84 6.93 649 SSS 4.69 4.01 3.90) — 


Versuchsreihe V. 


Milchsaiure-Natriumlactatmischungen, etwa 0,15 n Sproz. 


Glucoselésung. 





Zeit } 2 3 4 5 6 r 
a) Kohlensiure in cem. 
Nach ',Stunde. 7,] 86 82 95 79 101 8.6 
I 13.0 133 134° 136 19 136 185 


1, Stunden. 143/143 1440 143° 156 150 149 
_— Wb 44 42 48 MO) 185 


hy) 
Nach "/,Stunde . — -— 10.2 05 105 
» w - o4 * — 13,2 137 13,2 
1'/,Stunden. — — — — M7! DO) 146 
2 _- —- —_—_ — 14.7 14.3 13.8 





8.6 
12,1 
134 


12.9 


Ww 
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Versuchsreihe V. (Fortsetzung). 














Zeit l 2 3 4 5 6 7 s ) 0 
a) Relative Geschwindigkeit. 
Nach ',Stunde , 70,3 85,1 81,2 940 782 1000 85,1 851 — 772 
<= “ . 93,6/ 95,7 964/978 1000 978 97,1 870 — 699 
» 1), Stunden. 91,6 91,6) 89,7/91,6/)1000 961 955 833 — 551 
2 - . — 97,9 97,2) 95.9/'1000 946 912 87,1 — 405 
b) 
Nach },Stunde . — — — —_= 97,1 1000 1000 905 70,5 80.0 ; 
a on . —- —- _ —- 96.3 100.0 96.3 87,6 72.3 65,7 
14,Stunden. — — — — 980 1000 973 80,0 760 453 
2 9 _ _- —— — 1000 97,3 93.2 89,1 76.9 415 
Pu 
1 2 3 4 5 0 7 8 9 10 
der Lésungen 7.28 6,17/)5,76 496 4.27 4.10 358 3,10 2.70 2.30 
= junmittelbar nach , 
= Hefezusatz 5,77 567/555 484 4.26) 4,09 3,59 3,10 2.70 2.30 
= nach 2Std.Garung | 5.03 4,98 4.90 4.73 425 4.05 3,57 3.10 2.70 2.30 
< |Mittelzahl wiithrd. 
der Girung , 5.40 5,32 5,22 4.78: 425 4.07 3.58 3.10 2.70 2.30 


Versuchsreihe V1. 


Milchsiure-Natriumlactatlésungen, etwa 0,15 n Sproz. Rohrzuckerlésung 





Zeit 


a) 
Nach !, Stunde . 
so r : 
1'), Stunden 
»” 
b) 
Nach '), Stunde . 
woe ‘a , 
1), Stunden 
» 
a) 
Nach 1), Stunde . 
» l/, Stunden 
92 
b) 


Nach ', Stunde . 


» 1), Stunden 
9 


8 12,1 

A 16,7 

19.0 18,7 18.6 17,7 
196 19.2 


1 2 3 


Kohlensiure in cem 


113 117 117 17 
16,7 17.0 16.6 166 
19.0 18,2 18.9 184 
19.5 19.0 194 193 


a 


Relative Geschwindigkeit. 


4 


96,6 1000 1000 915 
98.2 1000 97.6 97.6 


100.0 98 995 968 
100.0 974 995 99.0 


926 1000 909 843 


100.0 97,7 94.7 94,7 
'1000 284 980 93.2 
100.0 980 949 913 


— i 
Ne So 
~_—— Set 


to Whe 
i 


6 7 
— 50 
-—- 13 
a Oy 
a th eed 
62 - 
3.3 — 
94 = 

0 — 
42.7 
— 76 
= 26 
_ 10 
51,2 
17.3 
13,7 
120: — 
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Pu 
1 2 3 4 5 o 7 
= der Lésungen . ee 5,63 451 4,07 3,50 288 250 2.25 
= ]Junmittelbar nach Hefezusatz 5,60 4,51 4,07 3,50 288 2,50 2.25 
= )nach 2 Stunden Garung . 4.77 435 3.94 346 288 250 225 
= \Mittelzah| wahrend der Giirung. 5,19 4,43 400/348 288 250 2.25 
Versuchsrethe VII. 


Essigsiure-Natriumacetatmischungen, etwa 0,15 .n 5proz. 


Glucoselosung. 











Zeit l 3 4 5 6 7 8 0) 
Kohlensaure in cem. 
Nach ', Stunde 49 79 82 85 85 101;'22 16 18 
~ 14.4 2'161' 162 161 170'23 15 O1 
1'), Stunden , 180 189 180 191 185 180 35 15 O55 
2 * .. - 189 189 196 198 200 200 36 17 O89 
Relative Geschwindigkeit. 
Nach ?/, Stunde 485 78.2 816 841 841 1000 217 158 1838 
ee - 84.7 894/947 953 947 1000 12.7 88) 06 
» 1), Stunden . 943 98.9'94.3 1000 968 943 184 78 3.0 
< = 94.5 94.5 980 990 1000 1000 1990 85 45 
Pu 
1 2 3 4 5 Gy 7 8 Q 
der Lésungen .... .| 7,18' 7,01 668/598; — —/|— om 
3 unmittelbar nach Hefe- 
= zusatz  < + - 6.83 6.65 654 593 559 553 488 4.79 4.29 
=) nach 2 Stunden Garung 5,96 5.91 5.87 568 545 541 488 4.79 429 
| Mittelzah!l wihrend der 
Garung 640 628 6.21 581 552 547 488 4.79 4.29 


Versuchsrethe VI 


Il. 





Essigsiure-Natriumacetatmischungen (0,08n NaAc) 5proz. Rohrzucker- 
losung. 
Zeit 1 2 3 a 5 6 7 ‘ 

a) Kohlensiiure in cem. 

Nach !), Stunde . ~= 13.0 12.5 8.8 40 22 16 

l ma ; — 18.0 19.6 185 111 30 14 - 

1’, Stunden - 20.5: 215 223 157: 35 1.5 

2 — 199; 220' 228 °17.7) 37 15 — 
by) 

Nach */, Stunde . 121 132 Hs 84 40 - 1,6 
oo a “ 17,7 19.4 18.8 iso lO — _— 0.6 
»  1'/, Stunden 900; 213 213); 210 10 — Os 

2 202 216 214; 213 64 — 1,0 
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Versuchsreihe VIII. (Fortsetzung.) 








Zeit 1 2 3 4 5 6 7 s 
a) Relative Geschwindigkeit. 
Nach '/,Stunde... . — 1000 961 67.7 30.7':170'123 — 
I as Sen oY — 918 1000 944 566 153 71 — 
1}, Stunden .. . — 91,9 , 964 |1000 709 15.7 67 > — 
2 -- 87.5 965 1000 77.6 162 oa «=. 
I) 
Nach '/, Stunde... . | 91,6, 1000 880, 636 303 — — 12) 
l ua . ++. | 91,2; 1000 | 970) 928 | 515) — —_ 3,1 
I"), Stunden . . . 93,9 1000 1000 986 713 — — _ 38 
3 Sag 93.5 100.0 99.1 966 |759 — —_ 4.6 
Pu 
1 2 3 4 5 6 7 s 
der Lésungen. .. . . 655 590/511 4,72 431/415 3,76 2,91 
= | unmittelbar nach Hefe- 
= gusatz . wlll.) 6605!) 5.90, 5.11 ' 4.72 | 439415 3.76 | 291 
=) nach 2 Stunden Gérung 535 5.08 490 460/435 4,13 3.78 3.08 
a | Mittelzah] wiihrend der 
Garung ....... |5,70, 549 5,00 4,66 | 4,37 | 4,14 | 3,77 | 3,00 


Mischungen: 1: A = 0,08n Na-Acetat; 2: 5A + 0,5 B; 3: 5A + B: 
4:4A+ 2B: 5: 3A+ 3B; 6: 2A + 4B; 7: A+ 5B: 8: 0,08n Essig- 
sure B. 

Versuchsreihe 1X. 


Essigsiiure-Natriumacetatmischungen, 0,03 n 5proz. Rohrzuckerlésung. 





Zeit 1 2 3 a 5 6 

a) Kohlensaiure in cem. 

Nach }/, Stunde ... ./| 10,0 98 10,1 77 3,9 17 
= - ts oe oe 17.0 17.8 16,3 638 03 

11/, Stunden .. .j} 191 19,7 19.9 20.5 9.6 19 
«. = wa td a 20,0 20,0 20.9 20,7 11,3 2,7 
by) 

Nach '/, Stunde ... . 10.7 11,2 10,1 8.8 38 1.4 

l ro mar mt 16.5 17,1 17,8 17,1 64 1,2 
I’), Stunden... 19.3 19.2 20.4 20,0 9.0 17 
2 ; 20,1 19.4 21,1 20.1 10.4 2.9 

a) Relative Geschwindigkeit. 

Nach', Stunde ....| 99,0 | 970 | 1000 76,2 38,6 158 
we oe oe a 93,8 95,5 100.0 91.6 38,2 26 
» l'/,Stunden ... 93,1 96,1 97,1 100,0 46.8 94 

2 95.7 9E..7 100.0 99.0 54.0 12.9 
by) 

Nach '/, Stunde ...., 956 100,0 9),2 78.6 33.9 12,4 

l 1 ee . | 96,1 1000 96,1 36.0 6,7 
l'y, Stunden... 94,6 94.0 100.0 =. 98.0 44.1 8,3 
2 ~~ a a 95.6 91.9 100.0 95.6 49.3 13.8 
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Versuchsreihe X. 


Pu 
1 2 3 a 5 0 

der Lésungen. . - i 688 5,98 4.54 4,52 3,87 3,11 

3 | unmittelbar nach Hefe- 
= Eg given wie or TG 6,37 5,57 4.82 4.50 3,87 3.11 
=) nach 2 Stunden Girung 5,09 4.95 4.49 4,17 3,57 3,37 

a | Mittelzah!] wahrend der 
Garung , 5.73 5,26 4.65 4.33 3,72 3.24 


Brenztraubensaure-Natriumpyruvinatlésungen, 0,11n 5proz. Glucoselésung. 








Zeit 1 2 3 4 5 6 7 

' Kohlenséure in cem. 

Nach !, Stunde — 11.8 — — 11.0 98 8.5 
l eS ‘ —_ 20,1 _ _- 18.5 13.3 72 
1! Stunden --= 20.4 --- — 214 15.8 6,0 
2 — 20,9 — — 21,7 17,3 2.9 

Nach }), Stunde . 13.4 13,1 13,1 11,2 10,7 8.3 — 
l “ss ‘ 18.2 18.6 18.3 187 18,7 13,1 — 
1}, Stunden 209 213 218 3217 3218 16,2 — 
4 222 222 23 23 223 18.5 oe 

Relative Geschwindigkeit. 

Nach !, Stunde — 1000 _ — 94.3 83,0 72,0 
l - - — 1000 — — 924 661 35.6 
1}, Stunden — 95.3 — — 1000 739 280 
2 96.3 ones — 1000 79.7 13.4 

Nach ! 2 Stunde , 100.0 97.7 97.7 83.6 798 61.9 — 
l ~ ; 97.3 99.4 979 1000 1000 70.1 _ 
1'/, Stunden 99 97,7 1000 995 1000 74.3 — 
2 996 99.6 100.0 100.0 1000 82.9 alee 

Pu 
l 2 3 4 5 6 7 
Aciditit nach 2 Stdn. Gairung 5,23 5.10 4.73 400 3.77 286 1.97 


Biochemische Zeitschrift Band 155. 
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Untersuchungen iiber die hormonale Regulation 
des intermediiren Kohlenhydratstoffwechsels. 


I. Mitteilung: 


Die Bedeutung von Adrenalin und Insulin fiir die Verwertung 
von Traubenzucker durch die Warmbliiterzelle. 


Von 
Alfred Gottschalk. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm- Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 5. Januar 1925.) 


In fritheren Untersuchungen haben Gottschalk und Pohle!) aus 
gefiihrt, daB die nach Adrenalin bei Warmbliitern auftretende Hyper- 
glykimie die Resultante vermehrter Glykogendiastasierung und ver- 
minderter Glucoseverwertung ist. Die Adrenalinhyperglykamie wurd 
infolgedessen als ,,Zuckerhochstauung gekennzeichnet. Die vermehrte 
Diastasierung des Reservekohlenhydrats der Leberzelle nach Adre 
nalininjektion — das Muskelglykogen nimmt dabei nur in gering 
fiigigem Mabe ab (Falta und Priestley, Frank und Isaac, Michand) 
wurde auf Beeinflussung der Reaktionskinetik Diastase —> Glykogen®) 
auf dem Wege iiber Anderung des physiko-chemischen Zustandes de- 
Zellinnern zuriickgefiihrt*) und gezeigt, daB die nach Adrenalinappli- 


, 


kation im Leberstromgebiet von uns nachgewiesene Erhéhung der 


1) A. Gottschalk und E. Pohle, Arch. f. exper. Path. u. Pharra, 9% 


64 uv. 75, 1922; Klin. Wochenschr. 1922, Nr. 26; Verhandl. d. deutsch. Ges. 


f. inn. Med:, Wiesbaden 1922, 8S. 397. 

2) Vgl. hierzu auch O. Nasse, Arch. f. d. ges. Physiol. 2, 104, 1869; 
E. J. Lesser, diese Zeitschr. 102, 304, 1920; 119, 108, 1921. 

8) Die diastatische Wirkung des Adrenalins ist an die Zellstruktur 
gebunden (J. Bang, diese Zeitschr. 49, 81, 1913). 
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Wasserstoffionenkonzentration'), auf elektrometrischem Wege  er- 
mittelt, an der Erzeugung jener Zustandsinderungen der Leberzelle 
mitwirkt. Ungeklart blieben die Griinde fiir die mangelnde intermediare 
Verwertung der durch den Vorgang gesteigerter Glykogenolyse in 
vermehrter Menge entstehenden und im Blute kreisenden Glucose. 


Wir haben versucht, mit Hilfe der Anordnung, die sich des Neuberg- 
schen Abfangverfahrens bedient, einen Einblick in die nach Adrenalin- 
zufuhr im Zuckerumsatz von Warmbliiterzellen obwaltenden Ver- 
haltnisse zu gewinnen. 

Neuberg und Gottschalk*) ist es durch Anwendung des wasser- 
unléslichen und daher die Zellen kaum schadigenden Calciumsulfits 
(CaSQO,) gelungen, die regelmaiBige Bildung von Acetaldehyd durch 
iiberlebende Leber- und Muskelzellen warmbliitiger Tiere zu erweisen, 
quantitativ zu verfolgen und auf Kohlenhydrat als Muttersubstanz 
zuriickzufiihren. Diese Acetaldehydproduktion ist an die Anwesenheit 
von Sauerstoff gekniipft; sie stellt einen obligat oxydativen Prozef 
dar*). Die von uns angewandte Methodik gestattet, die Wirkung eines 
Hormons auf den oxydativen Kohlenhydratabbau in eindeutiger 
Weise zu bestimmen. Die nachfolgenden Versuche zeigen, dal Adre- 


') So konnten wir belegen, daB bei Kaninchen nach Adrenalinzufubr 
die Wasserstoffionenkonzentration im Gebiet der Lebervene z. B. von 
Py = 7,58 nach py = 7,18 verschoben wurde (Versuch 14, Mitteilung I, 
Gottschalk-Pohle, \.c.). J.P. Peters und H. R. Geyelin (Journ. of biol. 
Chem. 81, 471) sowie A. L. Tatum (Journ. of Pharm. and exper. Therap. 
17, 395, 1921) haben bei Warmbliitern unter der Einwirkung von Adrenalin 
eine Hypokapnie im Blute beobachtet. F. Kornfeld und H. Elias (diese 
Zeitschr. 183, 192, 1922) haben diesen Befund bestitigt, indem sie bei 
Kaninchen nach Adrenalinzufuhr regelmiBig eine mehrere Stunden wahrende 
Herabsetzung des CO,-Bindungsvermégens des Blutes beobachteten. 
Spiiterhin haben A. Bornstein und W. Griesbach (Zeitschr. f. d. ges. exper. 
Med. 37, 33, 1923) auch im Adrenalindurchblutungsversuch an Hundelebern 
eine allerdings nicht regelmiBig auftretende Abnahme der C O,-Kapazitit 
des Gesamtblutes beschrieben. Hinsichtlich des Zusammenhangs von 
lokaler Acidosis und Hyperglykiimie haben wir die Vorstellung geiiuBert, 
daB die Adrenalinhyperglykaimie zwar kein Siurediabetes ist, daB aber 
wohl die Siuerung im Leberstromgebiet, die unter dem EinfluB der nach 
Adrenalinzufuhr dort herrschenden Asphyxie zustande kommt, ein stark 
begiinstigendes Moment fiir die Reaktion zwischen Glykogen und Diastase 
in der Leberzelle darstellt. Diese Anschauung wird auch von L. Pollak 
(Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilk., 8. 337, Berlin 1923) geteilt; vgl. 
hierzu auch EF. Abderhalden und E. Wertheimer. Arch. f. d. ges. Physiol. 
206, 451, 1924. 

2) C. Neuberg und A. Gottschalk, Klin. Wochenschr. 1923, Nr. 31; 
diese Zeitschr. 146, 164 und 185, 1924; 151, 169, 1924; vgl. die Zusammen- 
fassung von A. Gottschalk, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 17. 

8) 4. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 582, 1924. 


23* 





350 A. Gottschalk: 


nalin in spezifischer Weise in jene Vorgange eingreift, die unter Auf- 
nahme von Sauerstoff zum Einsturz des Zuckergeriistes fiihren. 


Versuchsanordnung: 40 bis 50 g Leber- bzw. Muskelbrei frisch getéteter 
Kaninchen wurden in der dreifachen Menge kérperwarmer, phosphat- 
gepufferter Tyrodelésung (py = 7,0) suspendiert und zu dem Gemisch 
3.0g frisch gefilltes Calciumsulfit sowie 0,8 g Rivanol als Antisepticum 
gefiigt. Zu dem Parallelansatz wurde Suprarenin. hydrochl. Héchst a. M. 
in wechselnder Menge gegeben (vgl. Tabelle I). Beide Ansiitze wurden 
unter Ofterem Schiitteln und Liiften 24 Stunden bei 40° Brutschrank- 
temperatur aufbewahrt und alsdann in der friiher niher beschriebenen 
Weise') aufgearbeitet. Die Titration im Enddestillat wurde mit Hilfe 
des Hydroxylaminsulfatverfahrens ausgefiihrt. 

In Vorversuchen iiberzeugten wir uns zunachst davon, da Adre- 
nalin anwesenden Acetaldehyd in keiner Weise beeinfluBt. 

Beispiel: 5cem 0,264proz. Acetaldehydlésung (= 0,0132g Acet- 
aldehyd) + 100cem Aqua dest. -+ 1,0cem Suprarenin. hydrochl. Héchst 

3,0¢ CaSO, bei 40°. 

Nach 24 Stunden Aufarbeitung und quantitative Bestimmung. <Acet- 
aldehyd = 0,0128 g. 


Tabelle I. 





Dem Parallelansatze 


Art und Menge Acetaldehyd zugefiigte Menge von Acetaldehyd 
des in der Kontrolle Supraren. hydrochl. im Hormonversuche 
Gewebebreies (1,0 : 1000,0) 
mg ccm mg 
40 ¢ Leber 3.74 0,20 1.87 
44g . 2.85 0,50 0,66 
4lg , 3.59 O75 0.42 
We. 3,16 1,00 031 
482 ., 2.68 1,00 0,33 
- os O50 0.80 
50 g¢ Muskel 1.54 . - 
1,00 0.33 


Das Hormon der Nebenniere beeintrichtigt also die Bildung des 
Oxydationsproduktes Acetaldehyd; und zwar handelt es sich in Ab- 
hangigkeit von der angewandten Konzentration um partielle oder 
vollstandige Unterdriickung des gemessenen Oxydationsprozesses'). 

Durch diese Versuchsergebnisse ist mit Hilfe direkter Methode 
gezeigt, daB Adrenalin den oxydativen Zuckerabbau hemmt. Bornstein 
und Griesbach?) haben im Durchblutungsexperiment an glykogen- 


1) Vgl. auch 4. Gottschalk, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 30. 
2) A. Bornstein und W. Griesbach, 1. ¢. 
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haltigen Hundelebern nachgewiesen, dais Adrenalin auch die anaerob 
erfolgende Milchsiurebildung aus Glucose erheblich herabmindert. 
Die Wirkung des Adrenalins auf den Zuckerumsatz der Leberzelle 
laBt sich demnach folgendermaBen definieren: Adrenalin bedingt 
vermehrte Diastasierung des Zellglykogens. Der weitere Abbau des 
auf diese Weise in reichlicher Menge entstehenden Depolymerisations- 
produkts Glucose ist — in quantitativer Abhangigkeit von der Kon- 
zentration anwesenden Adrenalins — gehemmt, und zwar sowohl die 
anaerobe Milchsdurebildung wie die oxydative Verarbeitung. 


Damit ist die Adrenalinhyperglykimie in Beziehung zu Stérungen 
der Regulation des intermediaren Kohlenhydratstoffwechsels gebracht. 
Die physiologische Korrelation zwischen diastatischer Zuckerbildung 
und fermentativem Hexoseabbau ist durchbrochen: der Abbau des 
Traubenzuckers bleibt weit hinter der gesteigerten Produktion des- 
selben unter dem Einflu8 von Adrenalin zuriick. Es kommt zur ,,Zucker- 
hochstauung’. Schon Wilenko') hat auf Grund der Beobachtung, dal 
Adrenalin nicht nur keine Steigerung des respiratorischen Quotienten 
im Tierversuch hervorruft — spiaterhin von Bornstein®) sowie Abelin®) 
bestiitigt —, sondern sogar die physiologische Steigerung des respira- 
torischen Quotienten, die in der Norm nach Zufuhr von Kohlenhydraten 
auftritt, fast ginzlich unterdriickt, auf eine Herabsetzung der zucker- 
zerstérenden Prozesse unter der Einwirkung dieses Hormons geschlossen. 
Loewi und Weselko*) haben den hiermit in Einklang stehenden Befund 
erhoben, daB das Herz adrenalingespritzter Kaninchen aus zucker- 
haltigen Lésungen erheblich weniger Dextrose aufnimmt und _ ver- 
arbeitet als das gleiche Organ normaler Tiere. 


Umgekehrt liegen die Verhialtnisse fiir das Insulin. Neuberg, 
Gottschalk und Strauss*) haben bereits friiher den EinfluB von Insulin 
auf die Acetaldehydbildung in iiberlebenden Warmbliiterzellen unter- 
sucht und festgestellt, daB in Gegenwart des Pankreasinkrets inner- 
halb 5 Stunden sowohl von Leber- wie von Muskelzellen 2', mal soviel 
Aldehyd erzeugt wird wie in der hormonfreien Kontrolle. Durch 
diese Experimente war der erste direkte Beweis fiir den férdernden 
EinfluB des Insulins auf den oxydativen Kohlenhydratabbau in Leber 
und Muskulatur geliefert worden. ein Befund, der mit gleicher und 


') G.G@. Wilenko, diese Zeitschr. 42, 44, 1912; Arch. f. exper. Path. 
u. Pharm. 71, 261, 1913. 

2) A. Bornstein, diese Zeitschr. 114, 157, 1921; 126, 64, 1921. 

3) J. Abelin, ebendaselbst 129, 1, 1922. 

4) O. Loewi und O. Weselko, Arch. f. d. ges. Physiol. 158, 155, 1914. 

5) C. Neuberg, A. Gottschalk und H. Strauss, Deutsch. med. Wochenschr. 
1923, Nr. 45; C. Newberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146. 164, 1924. 
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anders gearteter Methodik spaterhin wiederholt bestatigt worden ist!). 
Aber Insulin begiinstigt nicht nur die oxydative Verarbeitung des in 
der Zelle intermediar entstehenden Zuckers, es fordert auch — wiederum 
im Gegensatz zu Adrenalin — die Verwertung zugefiihrter d-Glucose 
im tierischen Organismus. So hat schon Clarke®) beobachtet, dab 
aus glucosehaltiger Lockelésung nach Passage der Pankreasgefibe, 
die die Reduktionskraft unbeeinfluBt laBt, bei einer nachfolgenden 
Herzdurchspiilung mehr Zucker verschwindet als aus einer Locke- 
lésung gleichen Zuckergehalts, die nicht mit dem Pankreas in Be- 
riihrung gekommen war. AAhlgren*) hat mit Hilfe der Thunbergschen 
Methode gezeigt, daB Methylenblau in Gegenwart von Glucose und 
Gewebe pankreatomierter Tiere spontan nur langsam und _ sparlich 
reduziert wird, durch Beigabe von Insulin hingegen binnen kurzer 
Zeit in die Leukobase iiberzufiihren ist. Fernerhin vermochten Neubery 
und Gottschalk (|. c.) darzutun, daB die Acetaldehydproduktion in 
iiberlebenden Warmbliiterzellen durch Zusatz von d-Glucose nicht 
gesteigert wird, durch gleichzeitigen Zusatz von Insulin und Trauben- 
zucker jedoch eine Vermehrung um 38 Proz. erfahrt. Hiermit 
in guter Ubereinstimmung steht die von Bissinger, Lesser und Zip/*) 
als ersten gemachte Feststellung, da} Pankreasinkret die Verwertung 
parenteral beigebrachten Traubenzuckers durch Anfachung des 
gekoppelten Prozesses von Zuckerverbrennung und Glykogensynthese 
fordert. 

Die gegensatzliche Wirkungsweise von Adrenalin und Insulin 
auf den Zuckerumsatz der Warmbliiterzellen konnte auch durch den 
Kombinationsversuch erwiesen werden. Fiigt man zu einer Leber- 
zellensuspension gleichzeitig Adrenalin und Insulin hinzu, so ist die 
Aldehydausbeute eine Resultante zwischen dem jeweiligen Adrenalin- 
und Insulineffekt. 

Beispiel: I. Ansatz: 48g Leberbrei (Kaninchen) 150 cem_ kérper- 
warmer, phosphatgepufferter Tyrodelésung (py 7.0) + 3.0¢ Caleium- 
sulfit + O.8g Rivanol bei 40°. 


Il. Ansatz wie I., jedoch Zugabe von 1,0 ccm Insulin Brand. 


1) Beziiglich der umfangreichen Insulinliteratur mul auf die aus- 
gezeichneten Zusammenfassungen von J.J. R. Macleod, Insulin, Physiol. 
Rev. 6, Nr. 1, Januar 1924; H. Staub, Insulin. Berlin 1924; E. J. Lesser. 
Die innere Sekretion des Pankreas, Jena 1924, verwiesen werden. 

*) A. H. Clarke, Johns Hopkins Hosp. Rept. U8, 229, 1917. 

3) @. Ahlgren, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 26. 

4) E. Bissinger, E. J. Lesser und K. Zipf, Klin. Wochenschr. 1925, 
Nr. 49; vel. hierzu auch Th. Brugsch, Med. Klinik 1924, Nr. 1; Th. Brugsch. 
A. Benait, H. Horsters und R. Katz, diese Zeitsechr. 147, 117, 1924; J. A. 
Collazo, M. Handel und P. Rubino, Deutsch. med. Wochenschr. 1924, Nr. 23. 
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Ili. Ansatz wie L., jedoch Zugabe von 1,0 cem Adrenalin Héchst 
10cem Insulin Brand. 


Nach 24 Stunden Aufarbeitung und quantitative Aldehydbestimmung: 


Kontrolle. . . ..... . . 409mg Acetaldehyd 
Ineulinversuch ....... 1,75 , 
Adrenalin-Insulinversuch . . . 8,22 

I. Ansatz: 42g Leberbrei (Kaninchen) + 125 cem koérperwarmer, 


phosphatgepufferter Tyrodelésung (py 7,0) + 3,0 gCalciumsulfit + 0,8 ¢ 
Rivanol bei 40°. 


If. Ansatz wie I., jedoch Beigabe von 1,0 cem Insulin Brand. 


Ill. Ansatz wie I., jedoch Beigabe von 1,0cem Adrenalin Héchst 
1.0cem Insulin Brand. 


Nach 24 Stunden Aufarbeitung und quantitative Aldehydbestimmung. 


Kontrolle. . . ...... . 4,48 me Acetaldehyd 
Insulinversuch ...... . 13,01 ,, 
Adrenalin-Insulinversuch. . . 7,79 ,, 


Hinsichtlich dieser antagonistischen Wirkung von Adrenalin und 
Insulin sind Macleod'), Bornstein®), Ahlgren*), Raab*) auf Grund von 
Tierversuchen mit anderer Methodik (Bestimmung des Blutzuckers 
am Gesamttier, in der Durchspiilungsfliissigkeit der tiberlebenden 
Leber, Methylenblauverfahren) unabhingig von uns5) zu dem gleichen 
Ergebnis gelangt. Vermutet hatten einen solchen Antagonismus bereits 
friihere Autoren [Zuelzer®), Dresel und Peiper?) u. a.}; jedoch haben 
diese Untersucher mit dem Extrakt der gesamten Bauchspeicheldriise 
gearbeitet. Eine eindeutige Entscheidung ist erst nach Darstellung 





reiner Insulinpraparate durch die Torontoer Forscher méglich geworden. 


Das Problem des Zustandekommens der Adrenalinhyperglykamie 
bzw. der Nichtverwertung zugefiihrten Traubenzuckers bei Adrenalin- 
applikation ist zwar durch den Nachweis des gestérten Zuckerabbaues 
eingeengt, aber nicht véllig gelést. Ungeklart bleibt, aus welchem 
Grunde die glykolytische bzw. oxydative Weiterverarbeitung des 
Hexosemolekiils ausbleibt. Ebenso ist nicht ersichtlich, worauf die 
im Vergleich zu normalen Verhaltnissen sehr schnelle Umsetzung 
dargebotenen Zuckers bei gleichzeitiger Insulingabe zuriickzufiihren 


1) J. J. R. Macleod, \. c. 

*) A. Bornstein, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 16. 

3) G. Ahlqren, ebendaselbst 1924, Nr. 16. 

4) W. Raab, ebendaselbst 1924, Nr. 37. 

®) A. Gottschalk, ebendaselbst 1924, Nr. 30. 

®) G. Zuelzer, Berlin. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 16. 

7) K. Dresel u. A. Peiper, Zeitschr. f. exper. Path. u. Ther. 16, 327, 1914. 
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ist. Neuere Untersuchungsergebnisse von Macleod, Winter und Smith, 
Abelin wu. a. weisen darauf hin, daB unter dem EinfluB dieser Inkret: 
auch qualitative Anderungen am Zuckermolekiil vor sich gehen. 


Winter und Smith?) sowie Nakahayashi und Abelin*®) haben angegeben. 
daB der Polarisationswert des Blutzuckers, der normalerweise geringe: 
ist als der Reduktionswert (Oppler, Stepp, Winter und Smith, Eadie), nach 
Adrenalininjektion den Reduktionswert iibersteigt. Insulin hingegen be- 
wirkt nach den iibereinstimmenden Befunden von Macleod*), Winter und 
Smith*) eine entgegengesetzte Anderung im optischen Verhalten des Blut- 
zuckers von Diabetikern. Zwar ist mit Recht darauf aufmerksam gemacht 
worden, daB bei der Blutzuckeruntersuchung nach Winter und Smith zum 
Zwecke der EnteiweiBung Eingriffe in die zu polarisierende Liésung vor- 
genommen werden, die an sich schon zu Drehungsiinderungen des Zucker: 
AnlaB geben kénnten. [{Drehungsinderung durch Variation der Wasser- 
stoffionenkonzentration®) infolge Saéurezusatz und Eindampfung; etwaige 
Bildung von Wolframsiure-Zuckerverbindungen usw.] Auch haben Macleod 
und Eadie*) die Angabe von Winter und Smith’), daB die Dextrorotation 
einer Glucoselésung in Gegenwart von Insulin und Leberextrakt vermindert 
wird, nicht bestatigt. Wohl aber scheint sich zu bewahrheiten, daB es 
Fille von Diabetes apancreaticus sowie experimentell zu erzeugende Zu- 
stiinde des Organismus gibt, die im Vergleich zur Norm bei Anwendung 
derselben chemischen Vorbehandlung der Blutfliissigkeit durch eine Ande- 
rung der optischen Eigenschaften des Blutzuckers charakterisiert sind. 
Uber die zugrunde liegenden strukturchemischen Verhiiltnisse wissen wit 
nichts. 


Auf Grund der obigen Ausfiihrungen kann gesagt werden, dal 
Insulin und Adrenalin Inkrete darstelien, die hinsichtlich ihrer Wirkung 
auf den intermediiren Kohlenhydratstoffwechsel Antagonisten sind. 
Wiahrend Insulin die Verwertung der stabilen d-Glucose erméglicht 
bzw. begiinstigt, geht der EinfluB des Adrenalins dahin, daB der 
mobilisierte bzw. von auBen zugefiihrte Traubenzucker von dem 
Fermentapparat der Zelle nur schwer bzw. gar nicht angegriffen wird. 
Da heute die Ansicht ziemlich allgemein verbreitet ist, dab die maf- 
gebenden Umwandlungen der 6-Kohlenstoffkette an einer besonders 
labilen und reaktionsfaihigen Hexoseform vollzogen werden (Neuberg. 
Laquer, Isaac, Gottschalk, Macleod, Krogh, Winter und Smith, Ahlgren. 


1) L. B. Winter und W. Smith, Brit. Med. Journ. vom 26. Mai 1923; 
Journ. of physiol. 57, ITI, 1923. 

2) S. Nakahayashi und J. Abelin, diese Zeitschr. 147, 544, 1924. 

8) J. J. R. Macleod, Lancet 205, 198, 1923. 

4) L. B. Winter und W. Smith, |. c.; W. Forrest, W. Devereuz, W. Smith 
und L. B. Winter, Journ. of physiol, 57, 224, 1923. 

5) Vgl. hierzu B. Bleyer und H. Schmidt, diese Zeitschr. 188, 119, 1923. 

8) J. J. R. Macleod, Lancet 205, 198, 1923; G@.S. Eadie, Brit. med. 
Journ. Nr. 3263, S. 60, 1923. 

7) L. B. Winter und W. Smith, Journ. of physiol. 57, XIII, 1923. 
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Kuhn, Umber u.a.), erscheint uns die Annahme gerechtfertigt, dai 
Insulin und Adrenalin in der zuckerverarbeitenden Tierzelle die Bildung 
dieser labilen Glucosemodifikation'), die den eigentlichen Kohlen- 
hydratumsatz einleitet und engste Beziehungen zur Phosphorsaure 
unterhalt, in antagonistischer Weise regulieren. Es eriibrigt sich, zu 
erwahnen, daB der Wirkungsbereich der beiden Hormone mit der 
Leistung der oben erOdrterten Regulation nicht erschépft ist. Hinweise 
liegen vor, daB diese Inkrete auch in die chemichen Prozesse, die 
Zucker- und Fettstoffwechsel miteinander verbinden, eingreifen ; jedoch 
mangelt es noch an eindeutigen experimentellen Teilergebnissen 


1) Vgl. hierzu C. Neuberg, A. Gottschalk und H. Strauss, |. ¢. 











Zur Frage 
iiber die Assimilation des Paraffins durch Mikroorganismen. 


Von 
W. 0. Tausson. 
(Aus dem Timiriazew-Forschungsinstitut in Moskau.) 


(Eingegangen am 8 Januar 1925.) 


I. Einleitung. 

Das Vermégen der Mikroorganismen, verschiedene Kohlenwasser- 
stoffe, vor allem Paraffine, als alleinige Kohlenstoffquelle zu benutzen, 
ist bereits von einer ganzen Reihe von Autoren nachgewiesen worden. 
Einige Organismen, welche die genannten Stoffe assimilieren, sind schon 
friiher von verschiedenen Gelehrten in reinen Kulturen herangeziichtet 
und erforscht worden. 

Ein Verzeichnis der einschlagigen Literatur ist am SchluB des 
Aufsatzes angefiihrt. 

Alle Autoren, mit Ausnahme von Rhan, benutzten Bakterien als 
Objekte ihrer Forschungen, doch infolge der Schwierigkeit, die Menge 
der Trockensubstanz zu bestimmen, konnte der ProzeB nicht mit der 
erforderlichen Genauigkeit verfolgt werden. Zur Erforschung der 
Physiologie des Oxydationsprozesses des Paraffins (wie auch der anderen 
Kohlenwasserstoffe) bietet der Schimmelpilz ein weit geeigneteres 
Objekt. Die Mengen der neu entstandenen Stoffe (Verbrennungs- 
produkte des Paraffins und die Zwischenprodukte) kénnen in diesem 
Falle genau bestimmt werden. 

Im Sommer 1913 arbeitete Prof. £. E. Uspenski mit Kohlen- und 
Wasserkulturen von Brennesseln (und Equisetum) in ParaffingefaBen 
In einzelnen Fallen bildete sich an den Wanden der GefaBe ein Anflug 
von Schimmelpilzmycel und Bakterien (ersterer in Kohlenkulturen, 
letzterer in Wasserkulturen). 

Das Pilzmycel verbreitete sich an der Oberflache des Paraffins 
von etwa 2 bis 6cm unterhalb des oberen Randes der Kohlenschicht 
bis zum Niveau der Fliissigkeit am Boden des Gefibes. wo geniigend 
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Feuchtigkeit vorhanden war und die Luft trotzdem freien Zutritt hatte. 
Der Bakterienanflug bildete sich an der unteren Flache der Paraffin- 
pfropfen. Prof. FE. Eb. Uspenski stellte auf Agarbouillon eine Rein- 
kultur dieses Pilzes her und bestimmte ihn als eine dem Aspergillus 
flavus sehr ahnliche Art. 

Ende 1922 iibergab er mir den Pilz und forderte mich auf, seine 
Entwicklung auf dem Paraffin und die Physiologie dieses Oxy- 
dierungsprozesses niher zu erforschen. 


Il. Eigene Untersuchungen. 
1. Vorldufige Versuche und Methodik. 

Da die Zersetzung des Paraffins ein Oxydierungsprozef ist, so mul 
das Paraffin zwecks ausreichender Durchliiftung in feinzerteiltem Zustande 
in die Kulturen eingefiihrt werden. Jn ein Kolbenglas von etwa 200 bis 
250cem Inhalt bringt man etwa 2g Paraffin und 50cem destilliertes 
Wasser, wiirmt das Kolbenglas so lange, bis das Paraffin schmilzt, schiittelt 
den Inhalt des GefiBes tiichtig durcheinander und gieBt die auf solche 
Art hergeste!lte Emulsion des in heiBem Wasser geschmolzenen Paraffins 
in 50cem kalter Mineralnihrlésung von doppelter (im Vergleich zu der 
gewohnlich gebriiuchlichen) Konzentration. In der kalten’ Lésung erstarrt 
das Paraffin in Form kleiner Kérnchen, welche an der Oberfliche schwimmen 
und eine zusammenhiangende Schicht fein zerteilten Paraffins bilden. 
Um die Lisung mit dem darin befindlichen Paraffin steril zu erhalten, 
soll man erstere getrennt sterilisieren und das im Wasser enthaltene Paraffin 
im Autoklaven schmelzen. Die Impfung der auf diese Art vorbereiteten 
Lisung mit Sporen des Aspergillus gab schon vom erstenmal positive 
Resultate. In allen Fallen trat eine tippige Entwicklung des die Paraffin- 
kérnchen umbhiillenden Mycels ein. 

Ein solches Verfahren hat aber groBe Mangel. Da beim UmegieBen 
der heiBen Emulsion dieselbe zum Teil an den Wanden des Glases erstarrt 
und das Entwiissern des erstarrten Paraffins in einem solchen Falle sehr 
schwer ist, so ist cine Bestimmung der Menge des in die Kultur eingefiihrten 
Paraffins mit groBen Schwierigkeiten verbunden und eine genaue quanti- 
tative Bestimmung derselben unmédglich. 

Wenn man aber die Emulsion im Kulturkolben selbst herstellt und 
dann das Glas von auBen mit kaltem Wasser abkiihlt, so erstarrt ein Teil 
des Paraffins in einer zusammenhingenden diinnen Schicht an den Winden 
des Glases. Dadurch wird sowohl das Ausnutzen des Paraffins seitens 
des Pilzes zum Ende des Versuchs erschwert, als auch das Beobachten der 
Entwicklung des Pilzes verhindert. 

In Anbetracht dieser NSchwierigkeiten wandte ich eine andere 
Methode an, der ich mich auch bei allen weiteren Versuchen, sowohl 
qualitativer als auch quantitativer Art bediente. Mein Verfahren 
hestand in folgendem: in ein Kolbenglas von etwa 60 bis 100 cem 
Inhalt brachte ich 10 bis 12g Paraffin, stiilpte eine wattierte baum- 
wollene Kappe dariiber und steckte ein meibelférmig angespitztes 
Glasstabchen von oben durch die Kappe in das GefiB. Um das Ent- 
stehen offener, mit der AuBenluft in Verbindung stehender Zwischen- 
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raume zu vermeiden, bindet man die Kappe iiber dem Kolbenglase und 
am Halse desselben fest ab. Das so vorbereitete Kolbenglas wird auf 
gewohnliche Art bei einer entsprechenden Temperatur im Autoklaven 
sterilisiert. Sobald das Paraffin abgekiihlt und erstarrt ist, schabt 
man mit Hilfe des Glasstabchens, ohne die Kappe abzunehmen, das 
nétige Quantum Paraffinspainchen ab und schiittet es in das Kulturglas, 
wobei natiirlich die Regeln des sterilen Verfahrens streng innegehalten 
werden miissen. Die Differenz im Gewicht des Kolbenglases mit Kappe 
und Glasstibchen vor und nach der Entnahme der Paraffinspinchen 
gibt die Gewichtsmenge des erfaBten Paraffins an. Die Menge des 
verbrauchten Paraffins ergibt sich aus der Differenz zwischen dem 
Gewicht des urspriinglich genommenen und dem des unausgenutzt 
gebliebenen Paraffins. Letzteres wird nach Beendigung des Versuchs 
zusammen mit dem Mycel (von dem es auf mechanischem Wege nicht 
geschieden werden kann) auf ein Filter gebracht, abgewaschen, ge- 
trocknet und im Soxhletschen Apparat mit gewéhnlichem Ather extra- 
hiert. Nach Entfernung des Athers aus dem Extrakt wird die Menge 
des unausgenutzten Paraffins durch Abwagen bestimmt. 

Allerdings haben wir es bei einem solchen Verfahren nicht mit 
absolut reinem Paraffin zu tun, sondern mit einer Mischung des letzteren 
mit Zwischenprodukten. Wie jedoch der Versuch zeigt, ist die Menge 
dieser Zwischenprodukte sehr unbedeutend und die hieraus ent- 
springende Ungenauigkeit darf unberiicksichtigt bleiben. 

Der Pilz wurde bei 23 bis 25°C im Thermostaten kultiviert. Als 
Mineral-Nahrlésung benutzte ich Anopsche Lésung folgender Zusammen- 


setzung: 


Slee Seles 2 ct eee te SE 
2 re eee 
ews 4 tt ko oe ee 
ig ne er 
Fe,(SO,),. . . . +6 + - « « 00025 ¢g 
Aqua dest... .... . - 100ccm 


Was das Paraffin anbetrifft, so benutzte ich bei meinen Versuchen 
meist ein solches von hohem Schmelzpunkte (-+ 78° C)') 


Die erste Versuchsreihe sollte dazu dienen, das Wachstum des 
Pilzes auf Paraffin als alleiniger Kohlenstoffquelle zu beobachten. Es 
wurden benutzt: Paraffin mit Schmelzpunkt 78°C, Paraffin mit 
Schmelzpunkt 52°C, ferner weiBes amerikanisches Vaselin. In ein 
,, Winograd ski-Kolbenglas** mit 100 ccm sterilisierter Minerallésung von 
der oben angefiihrten Zusammensetzung wurden 3 bis 5g der auf die 
beschriebene Art hergestellten Paraffinspinchen gebracht. Das Vaselin 


') Merck, Darmstadt. 
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wurde unmittelbar auf die Oberflache der Minerallésung gegossen, so 
da®B es eine nur diinne Schicht bildete: 


Nr. 1. . 2,50 . . ener 
Nr. 2. 3'80 51 Paraffin, Schmelzpunkt 78°C, 
Nr. 3 . - 5,00 g| > . Lan . ™ 590 (* 
Ne 4. ; 4,08 | Paraffin, Schmelzpunkt 52°C, 
a . TAS: : 1708) weiBes amerikanisches Vaselin. 


In Kulturen auf Paraffin ist die Entwicklung des Mycels bereits 
nach 10 Tagen zu bemerken. Die Fliissigkeit ist farblos. 

Innerhalb 13 Tagen ist die Entwicklung des Mycels bedeutend 
fortgeschritten. Die Hyphen umhiillen jedes einzelne Stiickchen Paraffin, 
dringen jedoch noch nicht in das Innere derselben ein. Das Mycel ist 
von auben gelblich, die Lésung ist blaBgelb gefarbt. 

Nach 18 Tagen bedeckt das Mycel die Parraffinspinchen in 
zusammenhingender Schicht. Die einzelnen Paraffinstiickchen sind 
nur von unten sichtbar. Es findet Sporenbildung statt. Die Lésung 
ist rétlich gelb gefarbt. 

Nach 22 Tagen massenhafte Sporenbildung. Die Fliissigkeit ist 
braunrot gefirbt (wie kraftig aufgebriihter Tee). 

Nach 5 Wochen ist der Versuch beendet. Ein Unterschied im 
Wachstum auf den verschiedenen Paraffinsorten (78 und 52°C) war 
nicht zu beobachten. 

In Kulturen auf Vaselin ist nach 10 Tagen die Entwicklung des 
Mvycels nur an solchen Stellen zu beobachten, wo die Vaselinschicht 
gerissen ist. Auf unverletzten Flachen der Vaselinschicht findet eine 
Entwicklung des Mycels nicht statt. In der Folge lokalisiert sich die 
Entwicklung des Pilzes ausschlieBlich an Stellen, wo der Zusammen- 
hang der Vaselinschicht unterbrochen ist, an solchen Stellen ist sein 
Wachstum ein recht iippiges. Die Fliissigkeit ist gelblich rot gefarbt. 

Mikroskopische Beobachtungen der Entwicklung des Pilzes auf 
Paraffin in einem feuchten Raume lehrten, daB die Entwicklung des 
Mycels und das Eindringen seiner Hyphen in das Paraffin anfangs 
nur an der Oberflache stattfindet und erst in der Folge von der Peripherie 
allmahlich immer tiefere Schichten angreift. 

Die Versuche bestatigen die bereits friiher gemachte Annahme, 
daB bei dem AssimilationsprozeB des Paraffins eine modglichst un- 
beschrankte Sauerstoffzufuhr aus der Luft unbedingt notwendig sei. 
Wo eine solche Zufuhr unmédglich ist (ganze, zusammenhangende 
Partien der Vaselinschicht), wurde eine Entwicklung des Pilzes nicht 


beobachtet. 
Es ist bemerkenswert, daB zu Beginn des Versuchs die Entwicklung 
des Mycels sehr langsam vor sich geht. Es fragte sich, ob dieser Umstand 
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nicht etwa mit einer ungeeigneten Beschaffenheit der Lésung (ihrer 
Reaktion) im Zusammenhang stehe. Um diese Frage zu lésen, fiihrte 
ich eine Reihe von Versuchen aus, in denen die Reaktion der Lésung 
unter sonst gleichen Bedingungen von py = 4,7 bis py = 8,1 ver- 
aindert wurde. Die Minerallésung blieb dieselbe wie in der vorher- 
gehenden Serie, es wurde nur die relative Menge von KH,PO, und 
K, HPO, geindert, um ein bestimmtes py zu erzielen. Als Kultur- 
gefiBe wurden runde Kolben von 100 cem Inhalt benutzt. Das Paraffin 
(Schmelzpunkt 78°) wurde in einer Menge von 0.4 bis 0,5 g gewonnen. 


Tabelle J. 





Reaktion der Lésung Py Reaktion der Losung Py 
Nr. ; . Nr. 
im Anfang am Ende im Anfang am Ende 

l 48 73 14 64 7,5 
2 4,7 7,2 15 7,0 7,6 
3 5,2 7.3 16 70 77 
4 5,2 7,3 17 7,2 7,6 
5 5,5 73 18 7,2 78 
6 5.2 74 19 74 7,6 
7 5.65 73 20 74 76 
8 55 7,3 21 7.6 7.6 
9 5,5 74 22 7,6 77 
10 5,65 7,5 23 7,7 78 
ll 5,8 77 24 7.6 y he 
12 5,95 7.6 25 8.1 8,1 
1: 64 7.6 26 8.0 8.0 





Nach 7 Tagen ist das Wachstum in den Lésungen mit py = 4.7 
bis 6,4 nur schwach, es wird jedoch starker, sobald man das py auf 
7,7 erhéht. Bei py = 8,1 ist das Wachstum etwas schwacher. 

Nach 11 Tagen ist der Charakter des Wachstums derselbe. Es wird 
die Bildung eines Pigments beobachtet. Die Farbung andert sich bei 
Pu = etwa 6,0, sie ist in alkalischer Lésung rétlich, in saurer gelblich. 

Nach 15 Tagen tritt eine starke Pigmentierung ein. 

Die Farbung ist in alkalischer Lésung rot, in saurer gelb. Die 
Unterschiede im Wachstum fangen an, sich auszugleichen. 

Nach 3 Wochen ist ein Unterschied im Wachstum kaum noch 
festzustellen. Auch in der Farbung der Lésung ist kein auffallender 
Unterschied mehr vorhanden. 

Nach 4 Wochen gleichen sich die Kulturen vollkommen aus. 
Die pu-Proben (nach 5 Wochen) ergaben, daB sich in allen Fallen 
das pq im Sinne einer gréBeren Alkalitat bis auf 7,2 bis 7,8 geandert 
hatte. Das Wachstum wird demnach durch eine saure Reaktion der 
Lésung gehemmt, dagegen gleicht sich der Unterschied im Wachstum 
bei einer allmahlichen Alkalisierung der Lésung aus. 
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2. Hauptversuche. 


a) EinfluB des Stickstoffs und Sauerstoffs der Lésung. 


Um das Verhalten unseres Aspergillus gegeniiber der Stickstoff- 
Be. 
stimmung des 6konomischen Koeffizienten und der Oxydierungsenergie 
des Paraffins fiihrte ich eine Reihe von Versuchen nach folgendem 


nahrung und der Reaktion der Lésung zu untersuchen, sowie zur 
£ 


Schema aus: 
Kohlenstoffg uelle Paraffin, Schmelzpunkt 78° C. 


Minerallésung die bereits erwihnte Anopsche Lésung, welche 
in bezug auf die zu benutzende Stickstoffquelle wie folgt variiert wurde : 


Stickstoffquelle: 1. Nitrate [(Ca(NO,), und KNO,}. 
salpetersaures Ammonium. 
Letzteres wurde in zwei verschiedenen Konzentrationen genommen : 
1. Berechnet auf die Gesamtmenge des Stickstoffs und 


Falle die Menge des Ammoniumstickstoffs doppelt so grof war. 


sterilisiert). 


Die Ammoniumsalze wurden getrennt sterilisiert, um einen még- 


lichen Zerfall oder Veranderung derselben zu verhiiten. 


Der Pilz wurde in .,Winogradski-Kolbenglisern’ bei 23 bis 2 


wihrend 6 Wochen kultiviert. 


Minerallésungen : 


Lésung I, Nr. 1, 2, 3 und 4: Lésung II, Nr. 5, 6, 7 und 8: 
Cait). =... O.1 g (NH,),80O,.. . 0,1 x 
Roo. ...s O08 @ MgSO, .... 0,025 g 
MgSO,..... 0,025 g Ror. ... O88 g 
Bier te. « = « 0,025 g CaSQ,..... 0,75 g 
Fe,(S0O,),. . . . 0,0025 g Fe,(S8O,), .. - 0,0025 g 
Aqua dest. . . . 100,00 cem Aqua dest.. . . 100,00 cem 
Lésung III, Nr. 9, 10, ll und 12: Lésung IV, Nr. 13, 14, 15 und 16: 
6 Ct Se 005 2g NHLNO,. ... 0,1 g 
aoe 0,025 g MgSO, .... 0,025 g 
iar. « + 0,05 g Rmr. «. - 005 ¢g 
eas 8 0.075 2 Cine + +s > 0.075 2 
Fe,(SO,),. . . . 0,0025¢ Fe,(SO,), . . . 0,0025¢ 
Aqua dest... . 100,00 cem Aqua dest.. . . 100,00 cem 


In Nr. 3, 4, 7, 8, 11, 12, 15 und 16 wurde je 1g Calciumearbonat 
hinzugefiigt . 





2. Ammoniumsalze — schwefelsaures Ammonium, 


2. Berechnet nur auf den Ammoniumstickstoff, so daB in diesem 
Fiir 
jede Lésung wurden vier GefaBe benutzt, von denen in je zwei Calcium- 
carbonat hinzugefiigt wurde, um die Sauren, welche sich méglicher- 
weise bilden kénnten, zu neutralisieren und eine konstante Reaktion 
der Lésung zu erhalten (das Calciumearbonat wurde fiir sich allein 
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Tabelle Il. 





= 25 = Reaktion 
Mengen des Paraffin 3 2 3 Pr 5. ae d. oon 
* Paraffins verbrannt 325 22 3” SE cee py 
Sticks 45 53 2 22 est B 
7 Ze P| Tw. = emer 
Nr. stoff. “5 BS B< 22 seieve ieee 
quelle gefatse cz mg Proz. c= s EA LS: £3 es Es 
So 5 5S we = 6) 95 
mg mg mg mg mg mg ™ 
] 1129.6 390.8 738,8 65,4 477,2 35,6 441.6 59,7390.9 5.8 7.3.) ohne 
2 | _ | 1469.4 667.5 801,954,5 484.5 32,8 451,7 56,3/307,4,5,8 7,3 | CaCO, 
3 | NOS) 1248.8 426.2 $22.6 65,8 507.8 9,6 498.260,5'398.97.9 7.9) mit 
+ 1217,2 443.2 774,063,5 477,8 10,7 467,1 60,3,383,8 7,9 7,9 | CaCO, 
5 ral 905,0 672.7 232.3 25,6 132.3 3,6 128,7.55,4/142.2'58 3.0 | ohne 
6 % | 932,6 640.2 292.4 31,3 187.8 5,4 182.4 62,3195.6 5,9 3,0){ CaCO 
7 | = 1208.2 390.8 817.4 67,6 536,2)12,6 523.6 65,6/433.4 7,9 7,6 | mit 
8 Zz 1723,6 760.4 963,2 55,8 614.6 12,2 602.4 63,7/349,.4 7,9 7,6 { CaCO 
” ~< 1427.8 539.8 888,062,1 352.2 6,4 345.8 389242158 42°) ohne 
10 Z 1484.6 668.0 816.6 55.0 309.0 8,0 301.0 37.2/202.7 5,8 4.2 | CaCO, 
1] | = 1214,5 298.8 915.7 75,3 567.2 11,6 555.6 60,6 4575 7.9 7,9) mit 
12 7 1141,5'341,2 800.3 70,1 527,8 10,4/517,4 64,6 464.2 7.9 7,9 | CaCO, 
13 a 1196,0)495.4 700,6.58,5 265.6 5,4/260,2 37,1 217,7 5.8 4.2.) ohne 
14 Z 1262,2/586.8 675,453,5 247.2) 64/2408 35,3:190,7 5,8 4.2 | CaCO, 
15 | > 1566.4 5084 1058.0 67,2 715,6 13,6'702,0 66,3 448.1 7,9 7,9 | mit 
16 Zz 1561.0 517.0 1044.0 66.8 568.0 14,4 553.6 53,0 354,7 7,9 7.9 | CaCO, 


Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe berechtigen zu folgenden 
Schliissen : 

1. Unser Aspergillus kann sowohl Nitrat- als auch Ammonium. 
stickstoff gleich gut ausnutzen (Nr. 1, 2, 3, 4, 7, 8, 11, 12, 15 und 16, Il). 
In allen Kulturen mit CaCO, betragt py am Ende des Versuchs 7,6 
bis 7,9. Zu Beginn des Versuchs ist py = 7,9. Eine geringe Abnahme 
des py in Nr. 7 und 8 ist wahrscheinlich durch die schwere Lésbarkeit 
des sich bildenden Gipses verursacht. 

2. Im Falle einer méglichen Wahl zwischen Ammonium- und 
Nitratstickstoff zieht der Pilz ersteren vor (Nr. 9, 10, 11 und 12), indem 
er den Ammoniumstickstoff benutzt, den Nitratstickstoff aber tiber- 
haupt nicht oder nur teilweise in Angriff nimmt. Dieser Umstand zieht 
eine stark ausgesprochene Ansiuerung der Lésung nach sich (bis 
Py = 4.2). Immerhin ist diese Ansiuerung geringer als im Falle von 
(NH,).80,, wo py bis auf 3 herabgeht. 

3. Wenn keine physiologisch sauren Salze vorhanden sind, findet 
Alkalisierung der Lésung statt (Nr. 1] und 2 mit py = 5,8 bis py = 7,3). 

4. Eine saure Lésung hemmt betrachtlich die Entwicklung des 
Pilzes (Nr. 5, 6. 9, 10, 13 und 14). 

5. Wenn die Ansiiuerung durch freie Salpetersiure erfolgt, tritt 
eine starke Abnahme des ékonomischen Koeffizienten ein (von 53,0 
bis 66.3 Proz. in Nr. 15 und 16, bis 35,3 bis 37,1 Proz. in Nr. 13 und 14). 
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6. Der 6konomische Koeffizient der Ausnutzung des Paraffins ist 
ein hoher und schwankt zwischen 53.0 und 66,3 Proz. 

Die Pigmentbildung ist nicht in allen Kulturen die gleiche. In 
alkalischen Lésungen oder in solchen, die im Verlauf des Versuchs 
alkalisch werden, ist sie reichlicher, die Farbung des Pigments ist braun- 
rot. In sauren Lésungen bildet sich das Pigment weit schwerer, dice 
Farbe des Pigments ist gelb mit einem braunlichen Ton. Wird der Pilz 
in einer Lésung kultiviert, welche nur Nitrate enthalt, so ist ihre 
Farbung eine intensiv dunkelbraunrote; in Lésungen mit Ammonium. 
salzen dagegen ist sie weniger intensiv und heller, was besonders deutlich 
zu sehen ist, wenn man Nr. 1, 2, 3 und 4 mit Nr. 5, 6, 7 und 8 [mit 
(NH,),80O,] vergleicht. Kulturen mit (NH,),SO, nahmen sowohl in 
bezug auf Intensitat als auch auf die Farbung eine Zwischenste!lung ein. 

Die gr6Beren Aschenmengen in Nr. | und 2 sind durch ungeniigend 
ausgewaschene Phosphate verursacht. 


b) Zwischenprodukte, 

Die Entwicklung des Pilzes auf Paraffin und der mit dem Wachs- 
tum des Pilzes verbundene OxydierungsprozeB wird von einer sicht- 
baren Verainderung der vom Mycel umsponnenen Paraffinstiickchen 
begleitet. Das Paraffin farbt sich gelb, wird morsch und benetzbar. 
Diese Veranderungen machen es wahrscheinlich, daB im Verlauf der 
Oxydierung des Paraffins eine Ansammlung von Zwischenprodukten 
stattfindet. Die Mengen dieses gelben Produkts sind sehr gering, und 
da aus technischen Griinden eine quantitative Bestimmung unmdéglich 
war, muBte ich mich mit qualitativen Versuchen begniigen. 

Um méglichst groBe Mengen dieses Zwischenproduktes zu erhalten, 
stellte ich Massenkulturen in bedeutend geraiumigeren GefiBen und 
mit gréBeren Stoffmengen her. 

Die Versuche wurden in groBen flachen Kolbenglisern mit 200cem 
Minerallésung ausgefiihrt und dauerten 12 Wochen. 

Kohlenstoffquelle — Paraffin, Schmelzpunkt 78°. 

Mineralnihrlésung: in Nr. 17 und 18, Lésung I (siehe Serie 11), 

in Nr. 19 und 20, Lésung II (siehe Serie 11). 

Die Stickstoffquelle bildete in Nr. 17 und 18 Nitrate, in Nr. 19 
und 20 schwefelsaures Ammonium. AuBerdem wurden in Nr. 17 und 18 
je 400g, in Nr. 19 und 20 je 5,00g Calciumcarbonat hinzugefiigt 

Die Resultate stimmen im allgemeinen mit denen der vorher- 
gehenden Serie iiberein und sind in nachstehender Tabelle IIL angefiihrt. 

Die Alkalisierung der Nitrate enthaltenen Lésungen weist auf die 
Unméglichkeit einer Ansammlung von freien Fettsiuren als Zwischen- 
produkte hin. Aus einer Mischung von unausgenutzt gebliebenem 
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Tabelle IIT. 
ss |i 
Mengen des Paraffin Se is = » ae ld. Locus 
Paratfins verbrannt ' g ze $3 S¢ ge Pu . 
«| eee | —| 9% 23 Fg /22/855/- 
Nr. - 5 s< 22 — a 
quelle zuriick 4 = ik SE ev Se) 

| weteBt | siciben|| mg |Pros. 9 (9 | 88/83 /89-l 68 e= 
| ¢'D |ms 2 “3 

mg | mg mg mg mg mg 
17) 3649,0 1293.4 23554645 1239.4 20,6, 1218.8 51,7 334,0 7,9 7.8 


1g j NOs 3743,2 1340.8 2402.4 64,1 1338,4 55,8, 1282.6, 53,3 342,6 : rc 
19 4018,8,1808,4 2210,4'55,0 | 1228.2 59.8 1168.4, 52,8 290.7, 7,9 7,9 
20 | eytias | 3735.41937.6 17978481 9524 220 930.4 51.7249.1 7 
Paraffin und den Zwischenprodukten (von intensiv gelber Farbung) 
werden letztere durch wisserigen Alkohol (70°) aufgelést, so wurden 
aus 1,2866g einer Mischung von Paraffin und Zwischenprodukten 
0,2340 g durch 7O0proz. Alkohol ausgeschieden (festgestellt durch 
Gewichtsdifferenz). Die gewonnene Lésung hatte eine intensiv orange- 
gelbe Farbung, durch Titration dieser Lésung konnten keine freien 
Fettsiuren nachgewiesen werden. 

Bei Verseifung derselben Mischung von Paraffin und Zwischen- 
produkten durch Alkalien (Wasser- sowie Alkohollésungen) entsteht 
ebenfalls eine Gewichtsdifferenz. Zersetzt man die durch Verseifung 
gewonnene Alkohollésung mit verdiinnter Schwefelsiure, so findet ein 
Ausscheiden von Fettsiuren statt; so verloren z. B. 1,0286g der 
Mischung von Paraffin und Zwischenprodukten bei einer Verseifung 
durch 1 Proz. wisseriger KO H-Lésung 0,0230g an Gewicht. Von freien 
Fettsiuren wurden 0,0178 g ausgeschieden. 

Wahrend der Verseifung weist die Alkalilésung einen starken 
Geruch auf, welcher anfangs an den kiinstlichen Syringengeruch er- 
innert (Terpineol). Der Charakter des Geruchs andert sich jedoch all- 
mahlich, indem er durch eine Reihe verschiedener Abstufungen hin- 
durchgeht. 

Auf Grund der oben angefiihrten Beobachtungen darf man wohl 
annehmen, daB wir es mit Estern zu tun haben. Die Zwischenprodukte 
bilden wahrscheinlich eine mannigfaltige Mischung verschiedener 
Ester (oder vielmehr Ester und héherer Alkohole). 

Ob die gelbe Masse tatsachlich ein Zwischenprodukt darstellt 
oder ob es nur ein Nebenprodukt ist, werden weitere Versuche zu ent- 
scheiden haben. 


c) Das Verhalten gegeniiber anderen Kohlenstoffquellen. 
Um das Verhalten unseres Pilzes gegeniiber anderen Kohlenstoff- 
quellen zu untersuchen und die Energie des Wachstums auf Paraffin 
mit einer solchen auf anderen Kohlenstoffquellen zu vergleichen, fiihrte 
ich eine Reihe von Versuchen nach folgendem Schema aus: 
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Serie IV. Mineralnahrlésung I (s. Serie IT). 
Stickstoffquelle: Nitrate Ca(NO,), und KN Q,. 
Kohlenstoffquellen: 

In Nr. 1, 2, 3 und 4. . . Paraffin, Schmelzpunkt 78°, 


i » » Fund 6 .. . . . Kartoffelstarke, 
i so 7 «w« 8S .. . . . Saecharose (kéufliche, auf das Fehlen 
von invertiertem Zucker gepriifte 
Raffinade), 
ee eS eee SUC 
. wit «oe + «<< = ee 
- ee ge oe) & 2 3 
a of wo Bx av +. Oe 
wo wht wp 1.5 « + Bee 


Alle benutzten Stoffe, mit Ausnahme der Saccharose, wurden von 
Merck, Darmstadt, bezogen. 

Der Pilz wurde bei 23 bis 25° in ,,Winogradski-Kolbenglisern“ 
wahrend 6 Wochen kultiviert. Die Menge der benutzten Minerallésung 
betrug 100 ccm. 

Die Resultate sind aus Tabelle [V zu ersehen. 


Tabelle 1V. 








e] 7 
Mengen Nahrstoffe 3: 3 .= . a ho 
der Nahrstoffe  verbrannt 3-25 22 3% sé $et Pu 
Koblenstoff« 33 33 &2 25 S&% 
™ quelle zuruck 22 3< £2 °5 224 ba 
ectaBt bleiben mg Proz. om |S as §3 a 27 es Es 
BE = "a bad 
my my mg my Ing mg 
| Paraffin . 22214 967.0) 1254,4.56,0 821.8 27,6 794.2 63,3 370.0 64 7,4 
2 in 23064 981.4 1325,0.57,1 844.0 2748166616 365.9 64 74 
3 df 2210.0 1053.0 11570504 6775 — — 594 3066 58 74 
4 . 2172.6 1003.0 1169.653.8 6262 — —- 535 288.2 58 74 
5 Starke . .| 19800 — —_ — 5680 — — — 2868 64°78 
6 ' . .|20000, — — |— 1s — — 2759) —'78 
7 Saccharose 1960.0 — — —- 230 — - — 1138 64 78 
8 > 2000.0 — -- — 2750 — — — 139735 —/|78 
9 Maltose. . 198090 45.0 1935.0 — 548.6 36.3 512.3 26.5 277.1 64. 80 
10 * . , 20000 42.0 1958.0 — 594.6 41.4553.2 28.2 2973 — &0 
1] Dextrose . 1980.0 20.0 1960.0 — 583.2 35,9547,9 27,9 2948 64 8.0 
12 2 . 2000.0 0.0 20000 — 581.2 33,2547,8 274 29005 — 8&1 
13) Mannit. . 19800 — _ — 5238 — — — 2656 64) 7,9 
14 a . . 2000.0 — _ — 519041 — | — | — $50.7) —/7,.9 
15 Glycerin . 19800, — — 470.1 -- — 237.4 7.3'79 
16 _ . 20000) — — (068i — —  — (9679) —/|79 
17 Pepton . . 20000 — 4104 — - — 2052 — 88 
18 ra 19800 — — 353.7; — --- —~ 1786 64 88 
Auf Grund dieser Versuchsreihe gelangen wir zu folgenden Er- 
gebnissen : 


1. Unser Aspergillus nutzt Starke, Maltose, Dextrose und Mannit 
gut aus, weniger gut Glycerin und Pepton (die verhaltnismabig geringe 
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Ausnutzung des Peptons ist, wenigstens zum Teil, einer zu starken 
Alkalisierung der Lésung bis py = 8,8 zuzuschreiben). Bedeutend 
schlechter wird Saccharose assimiliert. Das Wachstum auf Starke und 
Saccharose steht anfangs der Entwicklung des Pilzes auf anderen 
Nihrstoffen nach, erst nach 3 Wochen bei Starke und 4 Wochen bei 
Saccharose ist eine Beschleunigung des Wachstums zu beobachten. 
Auf Pepton geht die Entwicklung des Pilzes gleich zu Beginn insel- 
oder fleckenartig vor sich und behalt diesen Charakter bis zum Ende 
des Versuchs. 

2. In allen Fallen wurde eine merkbare Alkalisierung der Lésung 
beobachtet (von py = 6,4 bis pq = 7,8 bis 8,1, ja sogar bis py = 8.8 
im Falle des Peptons als Nihrstoff), so daB eine Ausscheidung von 
Saiuren ganz ausgeschlossen ist. 

3. Der dkonomische Koeffizient, welcher fiir Maltose und Dextrose 
28,2 Proz. nicht iiberschreitet, erreicht fiir Paraffin 63,5 Proz. Wenn 
man aber den Koeffizienten auf Grund der verbrauchten Energie be- 
rechnet!), ist ein derartiger Unterschied nicht zu beobachten, was 
darauf hinweist, da der Unterschied zwischen den 6ékonomischen 
Koeffizienten von dem Energiegehalt der Stoffe abhangt. 

Der Schimmelpilz entwickelt sich auch in anderen Nahrlésungen 
durchaus gut. Er wichst gut auf dem gewohnlichen alkalischen Bouillon- 
agar mit 1 Proz. Glykose, etwas weniger gut auf Fleisch-Peptonagar 
mit 1 Proz. Glykose sowie in der Raulinschen Lésung. 


3. Andere paraffinoxydierende Organismen. 

Auber dem bereits beschriebenen Aspergillus habe ich noch einige 
andere paraffinoxydierende Organismen in Reinkulturen geziichtet: 
noch eine Art Aspergillus, ein Penicillium, eine Art aus der Gruppe der 
fungi imperfecti und zwei Arten von Bakterien (kurze Stibchen und 
etwas langere Stibchen). 

Diese Mikroorganismen habe ich aus Anfliigen auf paraffinierten 
Pfropfen erhalten; die Pfropfen wurden fiir die Glaser der Wasser- 
kulturen héherer Pflanzen benutzt, die ich im Pflanzenhiuschen des 
Polytechnischen Museums in Moskau im Sommer 1923 ziichtete. Der 
an der unteren Fliche der Pfropfen befindliche Anflug wurde in ein 
Kolbenglas mit der bereits erwihnten Mineralnahrlésung gebracht und 
als Kohlenstoffquelle wurden Paraffinspinchen hinzugegeben. Aus 
den auf diese Weise entstandenen Rohkulturen wurden auf tibliche Art 
auf Fleisch-Peptonagar reine Kulturen hergestellt. Nach der Aussaat 
aller dieser Mikroorganismen auf Mineralnahrlésung mit Paraffin als 
einziger Kohlenstoffquelle trat in allen Fallen die Entwicklung der 


') Vgl. O. Flieg, Jahrb. f. wissensch. Bot. 61, 24, 1922. 
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betreffenden Mikroorganismen ein, wobei auch die charakteristische 
sichtbare Veranderung der Paraffinspinchen beobachtet wurde. Bei 
dem Schimmelpilz war das Bild demjenigen durchaus ahnlich, welches 
wir bei der Entwicklung unserer Aspergillus gesehen hatten. Ein Unter- 
schied bestand nur darin, daB das Gelbwerden des Paraffins entweder 
iiberhaupt nicht eintrat oder doch nur sehr schwach ausgepragt war. 
Bei der Entwicklung von Bakterien auf Paraffin wurde letzteres triibe, 
volistandig undurchsichtig und benetzbar; es schwamm nicht mehr an 
der Oberfliche der Lésung, sondern unterhalb derselben. Die beim 
Aspergillus so starke Pigmentierung ist bei Penicillium und einer Art 
der Bakterien (kurze Staébchen) iiberaus schwach. Bei den erwihnten 
fungi imperfecti und bei der anderen Bakterienart ist eine Pigmentation 
iiberhaupt nicht beobachtet worden. Die Farbe des Pigments ist beim 
Aspergillus hellrosa bis gelblich, bei Penicillium ist sie schwach gelblich- 
griin und bei den kurzen Stabchen hell blaugriin. 

Bei der Kultivierung der genannten Organismen wurden gleich- 
zeitig mehrere Paraffin enthaltende GefiBe geimpft, in denen die 
Reaktion der Lésung eine verschiedene war (py = 5,2 und py = 7,0). 
In allen Fallen trat die Entwicklung in den Glasern mit py — 7,0 
friiher ein als in GefaBben mit py = 5.2. Eine spatere Probe (nach 
5 Wochen) zeigte, daB in allen Fallen eine merkbare Alkalisierung statt- 
gefunden hatte (bis py = 7,3 bis 7,6). Dieser Umstand deutet auf 
eine physiologische Ahnlichkeit der genannten Mikroorganismen mit 
unserem Aspergillus hin. 

Naher wurden diese Organismen bisher noch nicht untersucht. 


Ill. SehluBfolgerungen. 

Die beschriebenen Untersuchungen fiihren zu folgenden Ergebnissen : 

1. Der Schimmelpilz, eine dem Aspergillus flavus ahnliche Art, 
nutzt Paraffin als Kohlenstoffquelle gut aus, indem er 75 Proz. des ins 
Kulturglas eingefiihrten Paraffins zersetzt. 

2. Auber auf Paraffin entwickelt sich dieser Pilz auch auf Bouillon- 
agar, nutzt Starke, Maltose, Dextrose und Mannit gut aus, weniger 
gut Glycerin und Pepton und bedeutend schlechter Saccharose. 

3. Als Stickstoffquelle sind sowohl Nitrate als auch Ammonium. 
salze gleich gut geeignet, doch zieht der Pilz, wenn ihm die Méglichkeit 


einer Wahl gegeben ist, Ammoniumsalze vor. 

4. Das Ansiuern der Lésung hemmt merkbar die Entwicklung 
des Pilzes. Neutrale oder schwach alkalische Lésung (py = 7.0 bis 8.0) 
begiinstigt sein Wachstum. 

5. Bei der Entwicklung des Pilzes in Lésungen, welche physio- 
logisch-alkalische Salze (Nitrate) enthalten, tritt eine merkbare Alkali- 
sierung der Lésung ein. 
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6. Der hohe 6konomische Koeffizient der Ausnutzung des Paraffins 
(bis 63,3 Proz.) steht sicherlich mit dem im Vergleich zu Maltose und 
Dextrose weit gréBeren Energiegehalt dieses Stoffes im Zusammen- 
hang: der 6konomische Koeffizient der ersteren iiberschreitet 28,2 Proz. 
nicht. 

7. Die beobachtete Alkalisierung der Lésung in den Kulturen 
sowie die direkten Untersuchungen schlieBen eine Bildung von freien 
Fettsiuren als Zwischenprodukte aus. Am wahrscheinlichsten ist die 
Annahme, daB die Zwischenprodukte eine Mischung verschiedener 
Ester darstellen (héhere Alkohole und héhere Fettsauren). 

8. Die anderen von mir untersuchten Mikroorganismen, sowohl 
Schimmelpilze als auch Bakterien, stehen ihren physiologischen Eigen- 
schaften nach dem erwihnten Aspergillus nahe, da auch sie einer Aus- 
nutzung des Paraffins als Kohlenstoffquelle fahig sind und sich gegen- 
iiber der Reaktion der Lésung gleich ihm verhalten. 

Ich fiihle mich angenehm verpflichtet, Herrn Prof. E. E. Uspenski 
fiir das mir anvertraute Thema und seine Leitung wahrend der Arbeit 
meinen aufrichtigen Dank auszusprechen. 
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Die Werke der Verschiedenen bilden die Briicke 
mit den Lebenden verbindet. Die Briicke, die Julius Morgenroth 
schuf, ist fest und wohlgefiigt; Generationen von Forschern 
werden iiber sie fortschreiten. 

Der 20. Dezember des Jahres 1924 hat uns Julius 
Morgenroth genommen. 53 Jahre alt ist er infolge einer 
tiickischen Krankheit auf der Héhe seines Schaffens dahin- 
gegangen. Morgenroth, der am 19. Oktober 1871 in Bamberg 
geboren war. hat sich bereits in jungen Jahren einen be- 
deutenden Namen erworben. Als Mitarbeiter Paul Ehrlichs 
verOffentlichte er grundlegende Untersuchungen iiber die 
Haimolysine, denen spater bedeutende Mitteilungen iiber die 
Theorie der Reaktion zwischen Toxin und Antitoxin, tiber 
die Trennung des gebildeten Komplexes sowie itiber den 
Mechanismus der Bienengiftwirkung folgten. Seine Fest- 
stellungen beziiglich der Labwirkung sind in methodischer 
Hinsicht von gréBtem Werte gewesen. Mabgeblich beeinfluBbt 
wurden unsere Auffassungen vom Wesen der _ Infektions- 
erkrankungen durch Morgenroths Theorie der Depressions- 
immunitat, jenes Zustandes, der sich aus den Abwehrreaktionen 
des héheren Lebewesens und der auBerordentlichen Wandlungs- 
fihigkeit der Mikroorganismen ergibt. Waren schon Morgen- 
roths Untersuchungen tiber die intramuskulire Applikation von 
Heilserum, durch die eine schnellere Resorption der Schutz- 
stoffe erreicht wird, zu praktischer Bedeutung gelangt, so 
trifft dies namentlich fiir seine groB angelegten Forschungen 
auf dem Gebiete der Chemotherapie zu. hm gliickte die 
Erreichung eines bis dahin vergebens erstrebten Zieles, die 
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Abtétung von Bakterien in einem héher entwickelten lebenden 
Organismus. Diese Grobtat — sie betrifft die Heilung 
der Maus durch Athyl-hydrocuprein (Optochin) nach In- 
fektion mit den Erregern der Pneumonie ist ganz 
unabhangig von der Frage. ob sich dieses Mittel in allen 
Fallen auch bei der menschlichen Pneumonie bewahrt. Seine 
Untersuchungen iiber die Wunddesinfektion mittels anderer 
Chininpraparate, dem Isoamyl-hydro-cuprein (Eucupin) so- 
wie dem Isooctyl-hydro-cuprein (Vucin), ferner mit dem 
Rivanol (2-Athoxy-6, 9-amino-acridin), stellen erhebliche Fort- 
schritte dar. 

Alle Arbeiten Morgenroths zeichnen sich durch Originalitit 
des Gedankens und Sorgfalt der Versuchsanordnung aus. 
Der Wissenschaft hatte dieser Mann, in dem ein reicher Geist 
neben hoher Lehrbefaihigung, groBe allgemeine Bildung neben 
Wohlwollen und Liebenswiirdigkeit in seltener Harmonie 
vereint waren, noch unendlich viel leisten kénnen: aber ..vor 
der Zeit rufen die Gétter ihre Lieblinge zu sich’. 





























Uber die kolorimetrische Methode der Sauerstoff bestimmung. 


Von 


W. W. Efimoff. 


(Aus der Swenigorodischen hydro-physiologischen Station des Instituts fiir 
experimentelle Biologie zu Moskau.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1924.) 


P. Ehrlich hat schon vor langer Zeit die Biologen darauf auf- 
merksam gemacht, dab der Farbstoff Methylenblau bei der Reduktion 
farblos wird und in die sogenannte Leucobase tibergeht. 


Bei der Ansituerung in Gegenwart von Sauerstoff bekomuat die Leuco- 
base wieder eine dunkelblaue Fiarbung. Diese Eigenschaft des Methylen- 
hblaus wurde fiir das Studium der reduzierenden Eigenschaften vieler Tier- 
gewebe ausgenutzt: wie bekannt, wirken besonders stark reduzierend 
das Protoplasma der Wirbellosen'), speziell der Protozoen, und die Zucker ®). 
In der letzten Zeit benutzte Drew*) das Methylenblau zur quantitativen 
Unterscheidung der reduzierenden Ejigenschaften normaler und krebs- 
artiger Zellen. Verzar*) bewies, daB auch andere Farbstoffe. namentlich 
saures Fuchsin, Methylgriin und Lichtgriin, die gleichen Eigenschaften 


wie das Methylenblau besitzen. Die Ejigenschaft der Leucobase dieser 
Farbstoffe zusammen mit Sauerstoff die urspriingliche gefirbte Ver- 
bindung zu geben wurde sehr wenig ausgenutzt. Osterhout®) machte 


den Versuch, die gréBere oder kleinere Quantitit des vorhandenen Sauer- 
stoffs mit Hilfe des Blutes von Krebskranken zu bestimmen. F'or*) nahm 
eine durch Indigocarmin imprignierte Lésung und fiigte Glucose (1 Proz.) 
und Kaliumearbonat (1 Proz.) hinzu, schiittelte darauf und erhielt die 
gelbe Leucobase des Indigocarmins; einen Tropfen dieser Leucobase fiigte 
er unter dem Deckglas den Flagellaten zu und betrachtete ihre Verteilung 
je nach der Quantitaét des Sauerstoffs in der Nihe oder entfernt von der 
Leucobase (die Leucobase absorbiert gierig den Sauerstoff). 


Bei der Untersuchung der physikalisch-chemischen Konstanten in 
den Kulturen der Protozoen boten sich mir grobe Schwierigkeiten bei 
der Sauerstoffbestimmung. Der gestellten Aufgabe zufolge enthielten 
die Kulturen 250 bis 300 ccm Fliissigkeit, indessen war es nétig, viele 


') A. Bethe, Arch. f. mikroskop. Anat. u. Entwiecklungsgesch. 44, 1895. 
*) G. Woker, Pfliigers Arch. 155. 

A. H. Drew, Ber. f. d. ges. Physiol. 8, 1920. 

‘) F. Verzar, diese Zeitschr. 90, 1918. 

W. Osterhout, Journ. of gen. Physiol. 1, 1918. 

®) H. Munro Fox, ebendaselbst 8. 
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Bestimmungen der Menge des Sauerstoffs wahrend der Entwicklung 
der Kultur der Paramaecien vorzunehmen, ohne den Gehalt der Lésung 
zu aindern. Die sehr genaue Methode von Winkler erfordert nicht 
weniger als 25 bis 30 cem Lésung, da diese Methode bei kleineren Mengen 
an Genauigkeit verliert. Da ergab sich die Notwendigkeit einer neuen 
Methode, die zwar nicht so genau wie die Winklersche Methode ist, aber 
ein viel rascheres Arbeiten bei sehr kleinen Fliissigkeitsmengen er- 
mdéglicht. 
Die Vorbereitung der Leucobase des Indigocarmins. 


Man bereitete eine Lésung des Indigocarmins vor (0,001 g in Leem): 
sie wird in eine Flasche mit einem sehr festen Glasstépsel eingefiillt und 
so viel Glucose und Kaliumcarbonat hinzugefiigt, daB eine Konzentra- 
tion von je 1 Proz. erreicht wird. Darauf wird die Flasche fest ver- 
schlossen, so daB unter dem Stépsel keine einzige Luftblase bleibt, an 
eine dunkle Stelle gebracht. Nach 24 Stunden bildet sich zuerst eine 
rote und dann eine gelbe Leucobase. Um eine Leucobase fiir lingeren 
Gebrauch zu erhalten, gieBt man auf die Oberfliche der gefarbten 
Lésung eine dicke Schicht von Vaselinél. Das Ol gibt den ganzen ab- 
sorbierten Sauerstoff an die Leucobase ab, und diese farbt sich blau an 
der Grenzschicht mit dem Ol. Nach und nach verschwindet diese blaue 
Farbung, und das Ol schiitzt die Leucobase beim Offnen der Flasche vor 
dem Sauerstoff. Bei Zimmertemperatur absorbiert die Leucobase gierig 
den Sauerstoff aus der Luft und verwandelt sich in blaues Indigocarmin. 
Deshalb darf man die Flasche ohne Ol nur einen Augenblick éffnen. 
das Ol aber erméglicht das sichere Herausnehmen der Leucobase aus 
der Flasche. Um den ProzeB der Bildung der Leucobase zu beschleunigen, 
kann man in einem Wasserbade (vorsichtig) die Flasche mit Indigo- 
carmin erwirmen. Dann geschieht dessen Entfirbung schon nach 
30 Minuten; zuerst erscheint die rote und dann die gelbe Farbe. Je 
heller die Farbe, desto besser ist der Versuch gelungen. Bei groBen 
Mengen wird das 01 oft von Kaliumcarbonat verseift, was aber waihrend 
der Arbeit nicht schadet. Da das Erwirmen den Ubergang des Indigo- 
earmins in die Leucobase begiinstigt, d.h., da sich eine endotherme 
Reaktion vollzieht, so ist im Gegenteil die Sauerung der Leucobase durch 
Sauerstoff exotherm und geschieht desto schneller, je niedriger die 
Temperatur ist. 


Pipetten zum Entnehmen der Leucobase. 


Es ist unméglich, die Leucobase mit einer einfachen Pipette zu 
entnehmen, da sie beim AusflieBen an der Beriihrungsstelle mit der Luft 
augenblicklich blau wird; das entstehende Indigocarmin ist schwerer 
als seine Leucobase und beim Sinken nach unten vermischt es sich mit 
der ganzen Leucobase. Um eine méglichst kleine Kontaktfliche zu 
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erhalten, haben wir sehr schmale Pipetten hergestellt; diese Pipette 
besteht an der Spitze aus einer Kapillare, welche sich dann erweitert 
und schlieBlich wieder in eine Kapillare tibergeht, die sich am Ende 
erweitert, um das Aufsetzen eines Gummiballons zu erméglichen. Solche 
Pipetten werden leicht aus einem Glasréhrchen angefertigt und dann 
auf 0,2, 0,4, 0,6em oder auf 0,1, 0,3 und 0,5cm kalibriert. Man taucht die 
Pipette schnell in die Olschicht tiber der Leucobase hinein, es werden 
2 bis 3 Tropfen Ol eingesaugt, danach entnimmt man sofort die Leucobase 
(sehr rasch) bis etwas tiber die Halfte der oberen Kapillare an der Stelle 
der Marke. Bevor man die Pipette mit der Leucobase herausnimmt, 
saugt man einen Tropfen Ol ein. Das Ol in der oberen und in der unteren 
Kapillare schiitzt die Leucobase vor dem Sauerstoff der Luft. Es ist 
unbedingt notwendig, alle Operationen sehr rasch auszufiihren. Man 
nimmt von der Leucobase etwas mehr als auf der Pipette bezeichnet ist, 
denn beim Herauslassen kann leicht eine gefarbte Oberflache entstehen, 
die in der auf Sauerstoff zu untersuchenden Lésung durchaus zu ver- 
meiden ist. 
Die Standardlésungen des Indigocarmins. 

Man nimmt mehrere schmale Réhrchen von 0,3 bis 0,5 em Durch- 
messer und von 5em Hohe, alle unbedingt gleichen Durchmessers. 
Danach bereitet man eine Lésung von Indigocarmin vor (0,1 g auf 
100 cem Wasser) und gieBt in die einfachen Réhrehen 3 cem von der 
Indigolésung ; darauf gieBt man 2,5 ccm, 2cem, 1,6cem, 1,2 cem, 0,8 ccm, 
0,4 cem, 0,3. cem und 0,2 cem hinein, indem man jedes Réhrehen bis 
auf 10 com mit Wasser fiillt. Demgemab entstehen neun Konzentrationen 
der Indigocarminlésung, die man in die neun oben erwahnten schmalen 
Réhrchen iibergieBt, welche auf diese Weise den allmahlichen UCbergang 
von dunkelblau ins kaum sichtbare Hellblau zeigen. Die so vorbereiteten 
Réhrehen bilden die Standardlésungen, mit denen man die zu unter- 
suchenden Lésungen vergleicht. 


Die vergleichende Bestimmung der Sauerstoffmenge. 

Man nimmt ein Réhrechen von gleichem Durchmesser wie die 
Standardréhrehen und gieBt vorsichtig mittels eines Siphons | cem der 
zu untersuchenden Lésung aus der Kultur der Protozoen zu. Die zu- 
gegossene Fliissigkeit darf nicht an den Wanden des Réhrchens herab- 
flieBen, sondern muB allmahlich ohne Erschiitterung von seinem Boden 
aufsteigen. Darauf wird auf die Oberflache sofort das Ol gegossen, das sich 
auf der Leucobase befand, demnach also frei von Sauerstoff ist. Nun- 
mehr fiihrt man rasch unter das Ol die Kapillare des Réhrchens (a 0.3) 
mit der Leucobase hinein, welche man méglichst schnell aus der Pipette 
herausliBt. Dann bringt man ein sehr diinnes Glasréhrchen mit einer 
kleinen Kugel am Ende unter das O1 hinein, und beim bestandigen 
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Drehen des Réhrchens mischt man die zu untersuchende Lésung mit 
der Leucobase hinein. Die Lésung wird dunkelblau. Man vergleicht sic 
sofort mit den Standardréhrchen und notiert das Resultat der Ver- 
gleichung. Die Vergleichung wird auf einem rétlichgelben Hinter- 
grunde oder mit einer schwachen Lésung von Kaliumbichromat aus- 
gefiihrt. Bei groben Sauerstoffmengen, bei welchen 0.3 cem der Leuco 
base nicht ausreichen, nimmt man eine 0.5 cem Pipette und vermindert 
die Menge der Lésung derartig, dab im ganzen stets 1,3 ccm vorhanden 
sind. Bei sehr kleinen Sauerstoffmengen wird die Lésung nur griin;: in 
diesem Falle nimmt man weniger Leucobase, aber man vergréBert die 
Menge der zu untersuchenden Lésung. Also wird die relative Menge des 
Sauerstoffs durch die Konzentration des Indigocarmins in den Standard- 
lésungen ausgedriickt. 


Bestimmung der Sauerstoffmenge in Milligrammen. 


Falls man das Verhiltnis des Sauerstoffs in Milligrammen oder 
Kubikzentimetern zum Liter bestimmen will, so wird die Sauerstoff- 
bestimmung in mehreren Lésungen und mit verschiedenen Mengen 
Sauerstoff erst nach unserer kolometrischen Methode und dann nach 
der Methode Winkler vorgenommen. Dadurch erfahrt man, wie gro 
jede Standardlésung in Milligrammen des Sauerstoffs ist. Wenn man 
die ganze Zeit nur mit einer Farblésung arbeitet, so geniigt es, die Ver- 
gleichung mit der Winklerschen Methode nur einmal durchzufiihren 
Da es sehr schwierig ist, die Lésungen mit neun verschiedenen Mengen 
von Sauerstoff zu erhalten, so werden die Konzentrationen der Farb- 
lésung auf die Abszisse der graphischen Abbildung ebenso wie die Anzah|! 
Milligramme auf die Ordinate aufgetragen, und durch einfache Inter- 
polation werden die fehlenden Koordinaten bestimmt. Nachdem wir 
die oben beschriebene Methode ausgearbeitet hatten, fiihrten wir mittels 
der Methode Winkler etwa 25 Vergleichsbestimmungen verschiedener Kul- 
turen von Infusorien aus; von den nach Schwefelwasserstoff riechenden 
(ohne Sauerstoff) bis auf diejenigen, die eine Menge Algen enthalten 
und deshalb von Sauerstoff imprigniert sind. Dabei konnten wir einen 
iibereinstimmenden Verlauf dieser beiden Methoden dartun, d.h. bei 
allmahlicher Verminderung der Sauerstoffmenge (nach der Methode 
Winkler) in Milligrammen zeigte sich auch eine allmihliche Ab- 
schwachung der blauen Farbe der Standardlésungen. 

Die Methode mit Indikatoren dient. obwohl sie noch der Vervoll- 
kommnung und gréBerer Genauigkeit bedarf, dennoch zur approxima. 
tiven Bestimmung der Sauerstoffmenge bei solchen Untersuchungen. 
die, wie es bei uns der Fall war, die Anwendung aller anderen Methoden 
und besonders der Winklerschen Methode aus irgend einem Grunde 
nicht zulassen. Vieles in der beschriebenen Methode hangt von det 
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Ubung ab sowie von der Schnelligkeit, mit der die Pipette mit der Leuco- 
base gefiillt wird, ferner von dem Einbringen der Leucobase in die 
Lésung, von der Vergleichung der Standardlésungen des Farbstoffs usw. 

Je gréBer die Ubung ist, desto besser gelingen die Versuche. Daher 
ist diese Methode fiir solche Untersuchungen zu empfehlen, bei denen 
man zahlreiche Bestimmungen des Sauerstoffs in kleineren Lésungen 
vorzunehmen hat. Ein Fehler der Methode von 0,5 bis 1 mg Sauerstoff 
pro Liter ist gestattet. Bei Anwendung von 2,5 bis 10 cem anstatt 1 cem 
der Lésung wird der Fehler bedeutend kleiner. Fiir die Bestimmung der 
Leucobase wird die Menge der zu untersuchenden Lésung dement- 
sprechend vergréBert. Der Durchmesser der Standard- und der Experi- 
mentalréhrehen muB natiirlich gleich sein. Die Dauer der Bestimmung 
betragt etwa 3 Minuten. 

Es ist hinzuzufiigen, dab wir in die Lésung statt Indigocarmin die 
Methylenblau-Leucobase einzufiihren versuchten, aber trotz ihrer Vor- 
ziige vor dem Indigocarmin (die Methylenblau-Leucobase ist absolut farb- 
los, wihrend die Indigocarminleucobase gelb ist) gab die Methylenblau- 
Leucobase keine solchen Ubergiinge der blauen Farbe bei ihrer Ver- 
bindung mit dem Sauerstoff, wie das Indigocarmin. 


Zusammenfassung, 

1. Es kénnen bei biologischen Arbeiten Falle vorkommen, bei denen 
die Winklersche Methode der Sauerstoffbestimmung unanwendbar ist. 

2. Bei der Ausarbeitung der kolorimetrischen Methode der Sauer- 
stoffbestimmung wurde das Indigocarmin verwendet, welches bei der 
Reduktion in Leucobase tibergeht. 

3. Es wurde eine Leucobase vorbereitet, welche der zu unter- 
suchenden Lésung mittels einer speziellen Pipette beigefiigt wurde. 
Nach ihrer Verbindung mit dem Sauerstoff bildete sich aus der Leuco- 
base wieder das blaue Indigocarmin, dessen Farbintensitat mit neun 
Standardlésungen des Indigocarmins von verschiedenen Konzentra- 
tionen verglichen wurde. 

4. Je mehr Sauerstoff in der Lésung vorhanden ist, desto intensiver 
wird die blaue Farbung. Der komparative Gehalt an Sauerstoff auBert 
sich in den Konzentrationen des Indigocarmins in den Standardlésungen. 

5. Es wurden 25 Parallelbestimmungen des Sauerstoffs nach 
Winkler und nach der kolorimetrischen Methode ausgefiihrt und dabei 
ihre Ubereinstimmung festgestellt. Jeder Konzentration der Standard- 
lésung des Indigocarmins entsprach die Menge Sauerstoff in Milli- 
grammen der parallelen Bestimmung. 

6. Man kann den Sauerstoff in 1 com Lésung bestimmen. 


Zum SchluB sprechen wir unseren herzlichsten Dank dem Chef der 
Station, Herrn Prof. 8. NV. Skadovsky, fiir die wertvollen Ratschlige aus 





Vitale Firbung und photodynamische Erscheinungen. 
Von 
Alexandra Efimoff und W. W. Efimoff. 


(Aus der Swenigorodischen hydro-physiologischen Station des Instituts fii: 
experimentelle Biologie zu Moskau.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1924.) 
In der letzten Zeit beschaftigen sich die Biologen immer mehr und 


mehr mit der Frage tiber die vitale Farbung. 
Es erschienen mehrere Verbesserungen der Arbeit iiber die Methode 


der vitalen Farbung von Mollendorf') und Vonwillex*), welche diese Frage. 


vom Bau der Zelle ausgehend, behandelten. Der machtige EinfluB der physi- 
kalischen Chemie und besonders der Kolloidchemie auf die Biologie wirkte 
auch auf das Studium der vitalen Fiirbung. Wie aus den letzten Unter- 
suchungen auf diesem Gebiete ersichtlich ist, ist die vitale Fiarbung berufen. 
eine entscheidende Rolle zu spielen bei dem Studium solcher fundamentalen 


biologischen Probleme des Lebens der Zelle, wie die Permeabilitat der 


Umbhiillung und des Protoplasmas der Zelle in Verbindung mit ihrer lipoiden 


oder pords-kolloiden Natur fiir verschiedene Stoffe; die Probleme der 
Absorption und der elektrischen Ladung auBerhalb und innerhalb der 


Zelle*®) usw. Das Buch von Héber*) gibt eine vollkommene Schilderung 
des Reichtums der Fragen, die mit der vitalen Firbung der Zelle verbunden 


sind. 
Die Protozoen sind die besten Objekte fiir die vitale Farbung. 


Vor allem ist es nétig, darauf hinzuweisen, dab die Bedingungen fiir 


eine gute Farbung der Protozoen noch sehr wenig erforscht sind, sowoh! 
vom biologischen, als auch vom physikalisch-chemischen Gesichtspunkte. 
Der Name selbst, ,,vitale Fiirbung*, fordert, daB das Leben der gefarbten 
Protozoen von langer Dauer ist, daB sie sich teilen, daB sie sich konjugieren. 
mit anderen Worten: da® sie sich fast wie die normalen, ungefarbten 
Protozoen verhalten. Nur dann ist es méglich, alle die Fragen, die mit 
der vitalen Farbung zusammenhingen, regelrecht zu studieren. In den 
meisten diesbeziiglichen Arbeiten findet sich der Hinweis, daB die gefarbten 
Protozoen entweder einige Zeit leben oder schnell aus unbekannten, nicht 
erwihnten Ursachen zugrunde gehen. 


') Mollendor{, Methoden zu Studien iiber vitale Fiirbungen an Tier- 
zellen. Handb. d. biol. Arbeitsmethoden 1921, Abt. V. 

*) Paul Vonwillex, Intravitale Farbung von Protozoen. Ebendaselbst. 

3) A. Bethe, diese Zeitschr. 127, 1922. 

4) R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe, 5. Aufl. 
Leipzig 1922. 





























A.u. W. W. Efimoff: Vitale Farbung und photodynam. Erscheinungen, 377 


Den Gegenstand dieser Arbeit bildet das Studium einer der Haupt 
ursachen, naimlich der photodynamischen Erscheinungen. 

In der vorigen Arbeit!) hatten wir schon erwaihnt, daB bei Zusatz 
von fluoreszierenden Stoffen zur Kultur der Protozoen ihr schnelleres 
Verderben herbeigefiihrt wird, falls sie im Lichte gelassen werden (photo- 
dynamische Erscheinung). Im Dunkeln kénnen = dieselben Protozoen 
monatelang in derselben Farbstofflésung leben. Tappeiner*) war der erste, 
der darauf hinwies, daB die Protozoen bei Licht schnell durch Neutralrot 
und Methylenblau getétet werden. Da seine Arbeit aber in einem medi- 
zinischen Monatshefte erschien und er nur fliichtig diese Farbstoffe er 
wahnte, ohne sich dafiir zu interessieren, daB sie vital farben, so blieb seine 
Arbeit den Biologen so weit unbekannt, daB im Jahre 1923 Bohn und 
Drzewina*) die giftige Wirkung des Neutralrots bei Licht in ihrer Arbeit 
mit Erstaunen feststellten. 

Man muB8 hinzufiigen, daB sich das Studium der photodynamischen 
Erscheinungen seit Tappeiner zu dem groBen Gebiet der Photobiologie ent- 
wickelt hat, doch werden dort nicht die Vitalfarben, sondern hauptsichlich 
Eosin, Fluorescein usw. erforscht. 

Da in fast allen protozoologischen Werken die schadliche Wirkung 
des Lichtes auf die gefirbten Protozoen iiberhaupt nicht in Betracht 
gezogen wird, so diinkt es uns, daB diese Arbeit die Aufmerksamkeit der 
Biologen auf diesen wichtigsten Faktor lenken wird. 

Zuerst wurden Versuche mit den gebrauchlichsten Vitalfarbstoffen, 
wie Neutralrot und Methylenblau, ausgefiihrt. Da auf die Lebensfahig- 
keit des Infusoriums Paramaecium caudatum die Konzentration der 
Farbstofflésung zusammen mit dem Nahrboden, in welchem es kultiviert 
wird, wirkt, so wurde zunichst diejenige Farbstoffkonzentration aus- 
gewahlt, die das langste Leben im Dunkeln gewiahrleistete. Darauf 
wurden einige Objekte auf Uhrglasern in zerstreutes Tageslicht gestellt, 
die anderen in einen Zylinder aus schwarzem Karton. Die Lebensdauer 
der Protozoen bei einer Konzentration von 0.00025 ¢ Neutralrot auf 
leem der Kultur betrug: 

Dunkel. . . . LL Tage (vor Beendigung des Versuchis) 
Licht. . . . . 16 Stunden 

Im Dunkeln hatten sich die Paramaecium caudatum und die 
Stylonichien fortwahrend geteilt; sie sahen ganz normal aus (die Form) 
und waren imstande, noch langer zu leben. Im zerstreuten Licht wurden 
sie nach 16 Stunden bewegungslos und deformierten sich. 

Je starker das Licht, desto schadlicher wirkt es auf die gefarbten 
Protozoen; fiir dasselbe Neutralrot ergab sich folgende Lebensdauer 
der Protozoen: 

Greller Sonnenschein. . 10 Minuten 
Dunkel. . . .... . #5 Tage (vor Beendigung des Versuchs) 


') W.W. Efimoff, diese Zeitschr. 140, 453, 1923. 
*) H. Tappeiner und A. Jodlbauer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 80, 1904. 
5) G. Bohn et Anna Drzewina, ©. r. Soc. Biol. 89, 1923. 
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Diese Versuche zeigen also, daB es fiir das Erhalten einer wirklich 
dauerhaften Vitalfarbung notwendig ist, die Objekte méglichst kurz 
dem Lichte auszusetzen. Aber da es dennoch vorkommen kann, dal} 
man gezwungen ist, die vital gefarbten Protozoen im Lichte aufzu- 
bewahren, so haben wir zum Schutz gegen das Licht Eiweibstoff ver- 
wendet !). 

Folgende Tabelle zeigt die Lebensdauer von Paramaecium und 
Stylonichien in verschiedenen Vitalfarben im zerstreuten Licht, mit 
KiweiBstoff und im Dunkeln: 





Farben Licht Licht + Eiweif Dunkel 

Neutralrot. . . ... . 40 Stunden 4!/, Tage | 61), Tage (teilen sich vor 

- es & ss 2 ee _ 10 m | Beendigung des Versuchs 
Methylenblau ..... 6 M 24 Stunden | 24 Stunden 

20 ee 2 Tage 4 Tage 
” al as 6 wo oe 7 a 

Toluidenblau ..... 8 8 36 Stunden’ 2 . (teilen sich) 
NUR se ok ts ee 6 ‘ — 36 Stunden (Konjugation) 


Die Schutzwirkung des Eiweibstoffs gegeniiber der schadlichen 
Wirkung des Lichtes tritt deutlich hervor, aber wenn man nicht in zer- 
streutes Tageslicht, sondern in die Sonne (die Warmestrahlen absorbiert ) 
stellt, so schiitzt selbst der Eiweibstoff wenig. 

Nicht photodynamisch oder schwach wirkend erwiesen sich folgende 
Vitalfarben: Indigocarmin, Kongorot, Nilblau, Dahlia, Methylviolett, 
Fuchsin, Viktoriablau, Neutralviolett und Bismarckbraun. 


Hochst interessant ist der Farbstoff Indigocarmin: in seiner Lésung 
lebten und vermehrten sich die Stylonichien und die Paramaecien 
16 Tage vor der Beendigung des Versuches. Indigocarmin stellt sich 
sehr leicht wieder her und geht in die lichtgelbe Leucobase iiber. 
Wenn man tropfenweise Indigocarminlésung auf das Uhrglas mit 
Stylonichien und Paramaecien auftrigt, sieht man, daB gleich nach 
dem Zusatz die Protozoen griin werden, aber danach verschwindet die 
Farbe schnell, weil das Protoplasma hier unter standigem Sauerstoff- 
mangel lebt und deshalb rasch die es durchdringende Farbe wieder 
herstellt. Erst nach 12 Tagen, bei bestandiger Hinzufiigung des Indigo- 
carmins, erschien Blaufarbung, aber bald darauf trat wieder Entfarbung 
ein, obgleich ringsumher eine dichte dunkelblaue Farbe blieb. Diesen 
ProzeB der Entfirbung der Farbstoffe innerhalb der Zelle kann man 
zweifach erkliren: entweder dringt der Farbstoff sehr langsam in die 
Umhiillung der Zelle hinein und stellt sich sofort nach dem Eintritt 
wieder her oder der Farbstoff kann nur zeitweise durch die Umhillung 


') F. Schanz, Pfliigers Arch. 190, H. 46. 
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der Zelle (richtiger durch die auBere Schicht des Protoplasmas) ein- 
dringen. Es ist klar, daB sich nach 12 Tagen der Zustand des Proto- 
plasmas verandert hat und da® dies auch auf die Umhiillung wirken 
konnte, die deshalb mehr Farbstoff durchgelassen hatte. 

Der photodynamische und vitale Farbstoff Methylenblau besitzt 
auch die Fahigkeit, sich in Leucobase wieder herzustellen. Zuerst dringt 
die Lésung entweder besser als Indigocarmin in die Zelle hinein, oder 
sie widersteht der Reduktion, aber die Farbung ist an und fiir sich 
intensiver als beim Indigocarmin. Darauf, je nach dem Leben der Zelle, 
entsteht hier eine Entfarbung, besonders im Eiweibstoff. Leider ist 
Methylenblau an und fiir sich giftig, darum war es bis jetzt unmdglich, 
selbst im Dunkeln die Infusorien mehr als vier Tage am Leben zu er 
halten. Neutralrot ist ein Indikator, der die Veranderungen der Wasser- 
stoffionenkonzentrationen von py 6,8 bis 8.0 anzeigt'); Bei schwachen 
Farbstofflésungen farben sich nur die Vakuolen, bei starken Lésungen 
farbt sich das ganze Protoplasma rosa, d. h. dies deutet auf eine schwach 
saure, fast neutrale Reaktion des Protoplasmas hin. Bei Beobachtung 
der so gefarbten, lange lebenden Infusorien sieht man, dab die Farbe 
der Lésung in hellgelb umschliagt und oft gar farblos wird. Das 
Hinzufiigen des Farbstoffs erteilt den Infusorien schon keine Farbung 
mehr: es ist klar, daB sich entweder die Permeabilitat der Umhillung ver- 
indert hat oder dab das Protoplasma mit dem gelben Neutralrot tiber- 
laden ist und keinen Farbstoff mehr absorbieren kann. Der Ubergang 
der rosa Farbe in Gelb zeigt, daB eine alkalische Reaktion des Proto- 
plasmas stattgefunden hat. In einigen Versuchen (selten) wurde wieder 
ein Wechsel der gelben Farbe in Rosa beobachtet. 

In allen Fallen vermindert der Eiweibstoff die Geschwindigkeit der 
Farbung im Licht. Bei allen Versuchen bemiihte man sich, die gleiche 
Zahl der Infusorien zu nehmen, weil die Dichtigkeit der Kultur auf die 
Firbung wirkt®). 


Der Unterschied der Farbung bei Licht und im Dunkeln ist folgender : 


Vesuvin ...... Licht < Dunkel 
Toluidinblau . . . . Licht < Dunkel 
Neutralrot . . . . . Licht Dunkel 
Methvlenblau . . . . Licht > Dunkel 


In allerletzter Zeit hat .Wetzner*) seine Untersuchungen iiber die 
Wirkung der Farbstoffe fortgesetzt, unter anderem auch der vital- 
firbenden auf die Phototaxis bei Paramaecium caudatum. Passow und 


') 1. M. Kolthof/, Der Gebrauch von Farbenindikatoren. Berlin 1925. 
IV. Clark, The determination of hydrogen ions. 2. Edition. Baltimore 1923. 

2) P. Slonimsky et 1. Zweibaum, Centralbl. f. Bakt. 74, 1923. 

') P. Metzner, diese Zeitschr. 148. 
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Rimpau') studierten ausfiihrlich die photodynamische Wirkung vieler 
Vitalfarbstoffe auf die Bakterien, indem sie sich bemiihten festzustellen. 
ob ein Zusammenhang zwischen dem Grade der Fluoreszenz, den Vital- 
farbstoffen und der photodynamischen Wirkung bei verschiedenen 
Farbstoffen besteht. Politzer*), der eingehend die giftige Wirkung de~ 
Neutralrots bei Licht und im Dunkeln untersuchte, konnte fiir dic 
Haut der Salamanderlarve dartun, daB das Licht die durch die Giftigkeit 
dieses Farbstoffs bedingte Zellschadigung steigert. 

Zieht man die giftige Wirkung der photodynamischen Farbstoffe 
geniigend in Betracht, so gelingt es, die vitalgefarbten Infusorien langere 
Zeit ohne Deformation am Leben zu erhalten. Unter diesen Bedingungen 
ermdéglicht es der Vitalfarbstoff, den verborgenen Chemismus des Proto- 
plasmas zu beobachten: das Einsaugen des Sauerstoffs, die Veranderung 
seiner aktiven Reaktion usw. 


Zum SchluB sprechen wir unseren herzlichsten Dank dem Chef 
der Station, Herrn Prof. 8. N. Skadovsky, fiir die wertvollen Rat- 


schlage aus. 


Zusammenfassung, 

1. Die meisten sogenannten Vitalfarbstoffe wirken photodynamisch, 
d.h. sie téten die Protozoen bei Licht. 

2. Der Unterschied in der Lebensdauer der vitalgefarbten Infusorien 
bei Licht und im Dunkeln ist sehr gro8: im Sonnenlicht tritt der Tod 
nach 10 Minuten ein, im Dunkeln nach 5 Tagen. 

3. Man kann die gefirbten Infusorien vor der Wirkung des Lichtes 
schiitzen durch Zufiigung von Eiweibstoff, die Lebensdauer wird dadurch 
vielfach erhdht. 

4. Bei solchen lange lebenden und vitalgefarbten Infusorien kann 
man den Chemismus ihres Protoplasmas studieren: die Balance des 
Sauerstoffs, die Reaktion, die Permeabilitaét der Umhiillung. 


') Passow und Rimpau, Med. Wochenschr. 1924, Nr. 23. 
2) G. Politzer, diese Zeitschr. 151, H. 1/2, 1924. 














Uber die Primarwirkung der Radiumstrahlen 
auf die lebendige Substanz. 


Von 
G. A. Nadson. 


(Aus dem Staatsinstitut fiir Réntgenologie und Radiologie Leningrad.) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wie bekannt, sind viele Versuche angestellt, um die Wirkung der 
Radiumstrahlen bzw. Réntgenstrahlen auf die lebendige Substanz zu 
erklaren (Schwarz, Neuberg, Bordier, Pordes u. a.). Bisher liegt keine 
allgemeine Theorie der Radiumwirkung mit geniigend tiberzeugenden 
tatsichlichen Beweisen vor; jede enthielt zweifellos einen Teil der 
Wahrheit, konnte aber keine allgemeine Grundursache und Natur der 
Primarveranderungen der lebendigen Substanz unter dem EinfluB des 
Radiums dartun. 

Versuche, den durch Strahlen hervorgerufenen Effekt mit der Dena- 
turierung der Eiweibstoffe des Protoplasmas zu verbinden, verdienen 
besondere Aufmerksamkeit, da die Denaturierungserscheinungen der 
Eiweibstoffe in vitro durch die Strahlenwirkung erwiesen sind (Hemri und 
Mayer, Fernau und Pauli u.a.). Schon 1905 aiuBerte Bordier die Ver- 
mutung, daB Réntgenstrahlen in Proteinkolloiden des Plasmas eine 
Bildung von Niederschlagen, die aus kleinen Kérnchen (Granula) be- 
stehen, hervorrufen. Je starker die Strahlenwirkung, desto gréBer ist die 
Anzahl der gefillten Granula, desto weniger normale, unveranderte 
Eiweibstoffe bleiben im Plasma und um so mehr leidet folglich die 
Zelle. Ob aber durch die Strahlenwirkung in Zellen, in ihrem Plasma, 
tatsichlich aus Plasmaeiweibstoffen eine Bildung solcher Granula, 
die mit VergréBern der Strahlendosis zunimmt, stattfindet, hat Bordier 
nicht bewiesen, ja sogar nicht gesehen. 

Die unter der Strahlenwirkung am allerersten auftretenden Ver- 
inderungen in der Zelle im Protoplasma unmittelbar zu beobachten, 


war die Aufgabe des ,\Verfassers. 
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Auf Grund von Untersuchungen, die vorzugsweise an Hefepilzen 
ausgefiihrt wurden, zeigte der Verfasser in seiner vorhergehenden 
Arbeit'), daB geniigend andauernde Radiumwirkung das Lebenstempo 
des Organismus beschleunigt und die Zellen zum friihzeitigen Altern 
und Degenerationsprozessen fiihrt. Dabei wurde eine ganze Reihe 
von pathologischen Erscheinungen beobachtet: Verzégerung und 
Abnormitaten der Zellteilung, Hypertrophie der Zelle, oft von einer 
Deformation begleitet; starke, progressive Vakuolisation des Plasmas. 
Koagulation und Triibung des Plasmas oder umgekehrt seine Ver- 
fliissigung, Plasmolyseerscheinungen, unnormale Aufspeicherung von 
Fett und sogar eine wahre Fettdegeneration der Zelle, iibermaBige 
Bildung metachromatischer Kérnchen usw. 

Die Ergebnisse des Verfassers, betreffend die durch die Radium- 
wirkung verursachten morphologischen Verinderungen der Zelle, wurden 
spater durch Versuche von Chodat und Katzareff*) gestiitzt. Aber wir 
haben keinen Grund, alle diese oft sehr weitgehenden Veranderungen 
als primdre zu betrachten. 

Neue vom Verfasser angestellte Versuche hatten das Ziel, bei 
Bestrahlung der Zelle, wie gesagt, die allerersten, oben erwahnten, noch 
vorgehenden Veranderungen der Zelle im Mikroskop bei starker Ver- 
gréBerung abzupassen. Als Versuchsobjekt dienten wieder Hefepilze 
(Saccharomyces cerevisiae), da sie giinstig fiir solche Beobachtungen 
und gegen Radium sehr empfindlich sind. Als Quelle der Radium. 
aktivitat dienten 10 mg Ra Br, in flacher Ebonitkapsel unter diinnem 
Glimmer. 

Versuche wurden auf folgende Weise angestellt : Junge, ein- bis zwei- 
tagige Heferiesenkolonien in Kochschalen wurden iiber dem Radium. 
praparat in einer Entfernung von 2 bis 3mm angebracht, wobei alle 
VorsichtsmaBregeln, die Kultur gegen Verunreinigung zu verhiiten. 
selbstredend getroffen wurden. Die ersten, deutlich bemerkbaren 
Veranderungen der Zelle konnten schon nach 5 Minuten dauernder Be- 
strahlung wahrgenommen werden. Dann wurden die Hefen nach einer 
Radiumwirkung von 10, 20, 30 Minuten, 1, 2, 3,6 und 24 Stunden unter- 
sucht. Parallel wurden immer nicht bestrahlte Hefekontrollkulturen 
untersucht. Das Aussehen einer einer jungen Kultur entnommenen 
normalen Hefezelle ist allbekannt (Abb. la); sie besitzt einen regel- 
maBigen Umrib, diinne Membrane, ein vollstandig durchsichtiges 
homogenes Protoplasma, oder mit ganz geringer Anzahl kleiner Kérnchen, 
die hier und da verteilt sind, eine zentrale, scharf begrenzte Vakuole 


1) G. A. Nadson, Ann. de Roentgenologie et Radiologie Pétersbours 
1, 47, 1922. 

*) F. Chodat et A. Katzareff, C. r. Soc. phys. et hist. natur. 40, 36. 
Genéve 1923. 
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und wenig kleine Fetttrépfchen'), die Zellvermehrung geschieht durch 
Sprossung: junge SproBzellen besitzen ein durchsichtiges Plasma, 
keine Vakuolen und keine Fetttrépfehen. Nach 5 Minuten dauernder 
Bestrahlung wird das Zellplasma weniger durchsichtig, etwas (riibe, 
und viele Zellen enthalten kleine neugebildete Fetttrépfchen; nach 
10 Minuten tritt dieses deutlicher hervor und die Zelle gibt folgendes 
Bild (Abb. 1b): das triibe Plasma besteht aus einer Menge gleichférmiger. 





Abb. 1, a bis c. 
Schematische Darstellung der Veranderungen der 
Hefezelle unter dem Einfluf8 der Radiumstrahlen. 
a) Normale Zelle; b) Erste Phase; c) Zweite Phase. 
F Fetttréptchen, 2 Protoplasma, J Vakuole. 


kugeliger Kornchen (Granula) von geringster GréBe, aber trotzdem 
sind diese Kérnchen bei starker VergréBerung des Mikroskops deutlich 
zu erkennen (Leifz 1/12, Oelimmersion, Compensat. Okular 8 bis 12), 
Durch starkes VergréBern der Zentralvakuole und Entstehen neuer 
Vakuolen ist die Zelle bedeutend angeschwollen, gleichzeitig hat die 
GréBe und Zahl der Fetttrépfchen im Plasma stark zugenommen; 
die Plasmapermeabilitat hat sich vermindert und schwache Neutralrot- 
lésung (1:10000) dringt in die Zelle langsamer durch; der Vakuolen- 
inhalt und die metachromatischen Kérnchen farben sich langsamer 
als friiher, d. h. in normaler Zelle. In jungen SproBzellen bilden sich 
gleichfalls Vakuolen und Fetttrépfchen, was in normalen Kontroll- 


') In unseren Textabbildungen sind die Fetttrépfchen schwarz gefirbt. 
Wie bekannt, enthalten die Hefezellen echte Fette, d. h. Glyceride der 
Fettsiuren; sie kénnen durch Osmiumsaure schwarz, durch Sudan II! 
orange oder rosa gefirbt werden. Fett, von dem weiter die Rede sein wird, 
besitzt dieselben Ejigenschaften. 
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zellen, wie schon erwahnt wurde, nicht stattfindet. Die Veranderungen 
werden allerdings nicht von allen Zellen und sogar in ein und demselben 
Praparat von verschiedenen Zellen nicht im gleichen Grade geiuBert, 
denn verschiedene Zellen besitzen keine gleiche ,,individuelle Emp- 
findlichkeit und Pradisposition zu Radiumstrahlen, was der Verfasser 
in oben zitierter Arbeit ausfiihrlicher dargelegt hat. 

Oben angefiihrte Zellveranderungen, die das Radium hervorruft, 
koénnen auch auf ein und derselben Zelle in folgender Versuchsanordnung 
gut beobachtet werden. Im Mikroskoprevolver wird anstatt eines der 
Objektive eine Radiumkapsel eingedreht und durch Senkung des Tubus 
iiber eine bestimmte Zelle des Hefepriparates auf bestimmte Zeit 
aufgestellt. Das Priaparat befindet sich auf einem Objekttriger und 
ist mit einem Glimmerplittchen bedeckt und in Vaselin eingeschlossen. 
Durch die Revolverbewegung kann nach Wunsch entweder das Objektiv 
oder die Radiumkapsel tiber das Priparat eingestellt werden. Bei 
solcher Versuchsanordnung gehen die Verainderungen der Zelle nur 
langsamer vor sich, was von der Absorption eines Teiles der Strahlen 
durch das Glimmerplattchen abhingt. 

20, 30, 60 Minuten dauernde Radiumbestrahlung gibt ein gleiches 
und noch schirfer und deutlicher ausgeprigtes Bild, aber eine weitere 
Zunahme der Fettmenge ist nicht zu beobachten. Dieses Stadium der 
Zellverinderung bezeichnen wir als erste Phase (Abb. 1b). 

Wenn eine Hefekultur nach 10 Minuten dauernder Bestrahlung. 
nachdem das Radium entfernt ist, der Entwicklung iiberlassen wird, 
zeigt sie nach Verlauf von 24 Stunden eine scharfer ausgedriickte Ver- 
anderung wie vorher, die sich auf gréBere Zahl der Zellen des Praparates 
verbreitete ; die Fettmenge nimmt dabei gegen den vorigen Tag und im 
Vergleich zur Kontrollkultur gleichen Alters bedeutend zu; wir haben 
somit zweifellos eine Neubildung von Fett vor uns. Im ganzen ist es 
ein Resultat der physiologischen Nachwirkung des Radiums, d. h. weitere 
Entwicklung und Ausbildung der Veranderungen in der Zelle nach 
einem primaren, kurz dauernden, durch Radium verursachten Anstol). 

Nach 3 und mehr Stunden dauernder Bestrahlung tritt die zwei 
Phase der Verainderungen der Zelle auf (Abb. lc), die durch folgendes 
charakterisiert wird: Die friiher im Umfang vergréBerten, mit groben 
Vakuolen versehenen Zellen werden kleiner, viele von ihnen fallen 
zusammen, die Vakuolen vermindern sich stark im Umfang oder ver- 
schwinden vollkommen; zuweilen nimmt die verkleinerte Vakuole 
einen unregelmaBigen UmriB (Abb. lc), kleinere Vakuolen, besonders 
in der SproBzelle verschwinden aus dem Plasma, die Granulierung 
des Plasmas tritt scharf hervor, das Plasma wird durch VergréBerung 
der Granula grobkérnig, dagegen bleibt die Fettmenge in der Zelle 
ungefihr dteselbe wie auch bei kiirzerer Bestrahlung. Die Plasmapermea- 
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bilitat vergréBert sich. Schwache Neutralrotlésung farbt teilweise 
oder vollkommen das Plasma vieler Zellen und gleichfalls schnell die 
dort befindlichen metachromatischen Kérnchen. Da nicht alle Zellen 
von Veranderungen gleichfalls tief ergriffen werden, entwickeln sich 
wenig veranderte Zellen, soweit sie die Entwicklungsfaihigkeit nicht 
verloren haben, immer weiter und die Kultur vergréBert sich. 

Der Verfasser gibt allen diesen Erscheinungen bzw. dem Mecha- 
nismus der Radiumwirkung eine folgende Erklarung: Das Protoplasma 
stellt ein komplexes Polydispersoid vor, in dem die Hauptrolle den 
EiweiBstoffen und Lipoiden zuzuschreiben ist. Die Primdrwirkung 
des Radiums besteht in der Jonisation des Plasmas, wodurch der Komplex 
der Eiweifstoffe und Lipoide zerfdllt (ganz gleich, ob er eine physische 
oder labile chemische Verbindung dieser Stoffe vorstellt) und die Lipoide 
(in diesem Falle Fett) in Form einzelner im Plasma zerstreuten Trépfchen 
hervortreten. Gleichzeitig findet eine Denaturierung der Eiweibstoffe 
statt, die aus kolloidal-emulsoidem in einen gréberen Suspensions- und 
Emulsionszustand iibergehen. Dieses wird von einer Entziehung der 
Wasserhiille der Kolloidteilchen (Dehydratation, Entquellung), einer 
Aggregation der Ultramikronen in Mikrone und infolgedessen fein- 
kérnigen (granuliren) Plasmastruktur begleitet. Dieses bringt eine 
Verminderung der Plasmapermeabilitat und dadurch eine Erhéhung 
des inneren osmotischen Drucks und Turgors der Zelle mit sich, was 
durch das VergréBern der Zentralvakuole, Entstehen von neuen kleineren 
Vakuolen und VergréBern des Umfanges der ganzen Zelle sich auBert. 

Bei weiterer Radiumwirkung geht diese erste Phase in die zweite 
iiber, die durch folgendes charakterisiert wird: Es tritt allmihlich eine 
Koagulation der EiweiBstoffe des Plasmas ein, was eine VergréBerung 
der Kérnchen (Granula) im Plasma zur Folge hat; gleichzeitig ver- 
gréBert sich die Plasmapermeabilitat und vermindert sich der Zell- 
turgor, die Vakuolen werden kleiner oder verschwinden ganz und die 
Zellen fallen zusammen. Die Farbstoffe (Neutralrot) dringen durch 
das Plasma leicht durch und firben es. Die in der ersten Phase sich 
befindenden Zellen sind noch lebensfihig, die Verinderungen des 
Aggregatzustandes ihres Plasmas sind noch reversibel. Dasselbe findet 
auch in der zweiten Phase statt, wenn nur ein Teil des Plasmas von 
Koagulation ergriffen ist und der andere wenig verandert bleibt; dabei 
geschieht die Regeneration der Zellen gewéhnlich durch Sprossung. 
Vollstandige Plasmakoagulation ist irreversibel und hat augenscheinlich 
immer den Tod der Zelle zur Folge. Allerdings auch hier auBern ver- 
schiedene sogar benachbarte Zellen gegeniiber der Bestrahlung einen 
verschiedenen Grad von Widerstandsfahigkeit. 

So sind die primdren Veranderungen der Zelle; alle ihre folgenden, 
wie physiologischen, so auch pathologischen und degenerativen Ver- 
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anderungen einschlieBlich ihr Tod durch die Bestrahlung kénnen leicht 
als natiirliche Folgen oben angefiihrter primdrer Veranderungen der 
Protoplasmaeigenschaften angesehen werden. 

Die Veranderung des Aggregatzustandes der Eiweibstoffe und 
Lipoide im Plasma fiihrt natiirlicherweise Veranderungen der Plasma- 
. permeabilitat und der Oberflachenspannungsbedingungen, Verschie- 
bungen von Wachstumsfaktoren, Verlagerung von Substanzgruppen usw. 
mit sich, was vollistandig geniigt, um weitere tiefere Veranderungen im 
Bau und in den Funktionen der Zelle hervorzurufen; dasselbe bezieht 
sich auch auf den Zellkern, welchen viele, nach Ansichten des Verfassers 
aber ohne geniigende Beweise, als besonders und primdr empfindlich 
gegen Radium halten. Der durch Radium verursachte Effekt hangt 
selbstredend wie von der Menge und Qualitat der Radiumenergie, so 
auch von der ,,individuellen*’ Empfindlichkeit der betreffenden Zelle 
oder dem Organismus ab (ausfiihrlicher in der oben erwihnten Arbeit 
des Verfassers). 

Wie schon gesagt, beschleunigt Radium das Lebenstempo, und seine 
kleinen Mengen wirken erregend, stimulierend. GréBere Mengen iiben 
eine hemmende oder depressive Wirkung aus, welcher pathologische 
und degenerative Vorginge, ja sogar Tod folgen; alles dies ist nichts 
anderes als ein Resultat der Zelliibererregung. 

Wie schon der Verfasser im Jahre 1920 formulierte, miissen wir 
den erregenden und hemmenden (einschlieBlich pathogenen) Einflul 
des Radiums nicht als zwei entgegengesetzte Wirkungen betrachten. 
Es gibt nur eine Wirkung des Radiums auf die lebende Substanz: Das 
Radium gibt dieser letzten einen gewissen Anstob, und die Zelle beginnt 
nach einer bestimmten Richtung hin sich zu verindern. Anfangs voll- 
ziehen sich diese Veranderungen in den Grenzen normaler physiolo- 
gischer Prozesse, und da nun das Radium, wie wir sahen, die Fahigkeit 
besitzt, das Lebenstempo zu beschleunigen, so haben wir die Er- 
scheinungen der Erregung (Stimulierung) vor uns. Wenn der AnstoB 
gering war, so bleibt es hierbei. Bei geniigend starker Bestrahlung geht 
der ProzeB aber schnell vorwirts, es treten Verainderungen auf, die 
friiher oder spiter zum vorzeitigen Altern oder sogar zum Tode der 
Zelle fiihren. Daneben kénnen gelegentlich auch jene Verinderungen 
des Baues und der Funktionen auftreten, die wir als pathologische 
bezeichnen. Alles dieses ist aber nur die natiirliche Entwicklung, nur 
die Vollendung des anfdnglichen Prozesses, nur verschiedene Stadien 
und Formen ein und desselben Lebensprozesses, eine ununterbrochene 
Reihe genetisch verbundener Erscheinungen. 

Zum SchluB sei noch erwahnt, daB der Mechanismus der Wirkung 
von Réntgenstrahlen auf die Zelle im Grunde derselbe, wie der der Radium- 
strahlen ist, woriiber in einer anderen Abhandlung berichtet werden wird. 
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Das Zusammenwirken von Schilddriise und Nebenniere, 
gepriift am respiratorischen Stoffwechsel. 


Von 
Kimio Nakayama. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Bern.) 
(Eingegangen am 8. Januar 1925.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bekanntlich haben Asher und Flack in ihrer das ganze Gebiet 
inaugurierenden Arbeit tiber die Innervation der Schilddriisen auf 
Grund von eingehenden experimentellen Untersuchungen die Lehre 
aufgestellt, da®8 eine der Funktionen des inneren Sekrets der Schild- 
driise die Aktivierung des autonomen Nervensystems sei‘). Eine 
Konsequenz dieser Lehre ist die, daB unter anderem Adrenalin eine 
verschiedene Wirkung haben muB, je nachdem ein Tier im Besitz 
oder nicht im Besitz seiner Schilddriise ist, oder je nachdem ein mit 
Schilddriisenpraparaten vorbehandeltes oder nicht vorbehandeltes 
Tier vorliegt. Beweise fiir die Richtigkeit dieses Teiles der Lehre wurden 
gleichfalls in der oben genannten Arbeit erbracht. Beilaufig bemerkt, 
handelt es sich aber nicht bloB um die Aktivierung von sympathischen 
Mechanismen, sondern auch um _ parasympathische Mechanismen. 
Mehrfache Arbeiten des Berner physiologischen Instituts haben Bei- 
trige zugunsten dieser Lehre erbracht. In neuerer Zeit findet man 
in der Literatur mehrfach Angaben, welche nicht mit der Lehre 
von der aktivierenden Funktion des Schilddriisensekrets auf das 
autonome Nervensystem bzw. dessen peripheren Mechanismus tber- 
einstimmen. Die Einwande betreffen meist die Fragen der Spezifizitat 
des Schilddriisensekrets, indem neuerdings unter anderen namentlich 





1) L. Asher und M. Flack, Zeitschr. f. Biol. 55, 83, 1911. 
26 * 
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von Abderhalden und seinen Mitarbeitern gefunden worden ist, da 
eine grobe Reihe von Stoffen die Adrenalinwirkung zu _verstirken 
vermégen. Auf die Einwendungen in dieser Richtung soll nicht weiter 
eingegangen werden. Ich will nur die Bemerkung einflechten, dab 
der Nachweis der Nichtspezifizitat des Schilddriisensekrets auf Akti- 
vierung der Adrenalinwirksamkeit durchaus nicht seine dominierende 
Wirkung in dieser Beziehung ausschlieBt. Denn worauf es ankommt 
ist, da das Schilddriisensekret, welches im Organismus vorhanden 
und je nach den Bediirfnissen in wechselnden Mengen von der Schild- 
driise abgegeben wird, tatsichlich im Organismus fiir die Aktivierung 
der sympathischen und parasympathischen Mechanismen zur Ver- 
fiigung steht. Der andere Einwand bezieht sich darauf, dab die Methode, 
mit welcher die Aktivierung der autonomen Mechanismen durch Schild- 
driisensekret untersucht wird, der hinreichenden Sicherheit entbehrt. 
Es wird darauf hingewiesen, da Schwankungen in der Erregbarkeit 
des autonomen Nervensystems stattfinden und da infolge dieser 
Schwankungen Anderungen in der Erregbarkeit vorkommen kénnen, 
welche nichts mit der Aktivierung zu tun haben. Derartige Schwan- 
kungen sind natiirlich méglich, aber sie wurden in den Arbeiten des 
Berner physiologischen Instituts durch die Anordnung der Versuche 
sowie durch die Verschiedenartigkeit der Methodik ‘ausgeschlossen. 
Immerhin erschien es bei der Wichtigkeit des Gegenstandes angebracht, 
die Beweise fiir die Richtigkeit der Lehre von der Wirkungssteigerung 
sympathischer und parasympathischer Mechanismen durch Schild- 
driisensekret zu vermehren, woméglich durch eine Methodik, die anders 
ist als die bisher verwandte. 

Die bisherigen Methoden um die Aktivierung sympathischer und 
parasympathischer Mechanismen durch Schilddriisensekret zu be- 
weisen, beruhten entweder darauf, daB die Erregbarkeit passender 
sympathischer und parasympathischer Nerven gepriift wurde unter 
wechselnder Beeinflussung durch das innere Sekret der Schilddriise, 
oder darauf, daB die Wirkungen des Adrenalins auf GefaBverengerung 
am Frosch- oder Saugetierpriparat oder auf die Verstarkung oder 
Beschleunigung des iiberlebenden Siugetierherzens gepriift wurden. 
In der nachfolgenden Arbeit habe ich auf Anregung von Prof. Asher 
die Stoffwechselwirkung des Adrenalins in seiner Abhaingigkeit vom 
Schilddriisensekret als Mittel benutzt, um zu untersuchen, ob die Wirkung 
des Adrenalins auf den Stoffwechsel eine Abhaingigkeit von der Schild- 
driise zeigte. 

Es liegen Untersuchungen von Boothby und Sandiford') vor, 
welche zeigen, da8 Adrenalin einen merklichen EinfluB auf den Stoff- 


1) Boothby and Sandiford, Amer. Journ. of Phys. 50, 463, 1922. 
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wechsel besitzen kann. Da ich an anderen Lebewesen als Boothby 
arbeitete, nimlich an Ratten, muBte ich mich zuniachst informieren, 
wie bei Ratten Adrenalin auf den Stoffwechsel, und zwar auf den 
respiratorischen Stoffwechsel wirkt. Zur weiteren Information habe 
ich in meinen Versuchen auch Pilocarpin als Typus eines sogenannten 
parasympathisch férdernden Giftes angewandt. Es ist herkémmlich, 
diese Nomenklatur zu gebrauchen, man mu8 sich aber klar sein, 
namentlich was die letztere Substanz anbetrifft, daB nicht not wendiger- 
weise die Wirkungen, die man beobachtet, mit den physiologischen 
Wirkungen parasympathischer Erregung identifiziert werden kénnen. 

Meine Untersuchungen wurden nach der im Berner physiologischen 
Institut iiblichen, nach Asher modifizierten Haldaneschen Methode der 
Untersuchung des respiratorischen Stoffwechsels von Ratten angestellt. 
Alle zu meinen Versuchen dienenden Ratten wurden mit Milch und 
Brot gefiittert und vor jedem Versuch fasteten sie 16 Stunden lang. 
Als Injektionsmittel habe ich Adrenalin Parke, Davies & Co., 1: 1000 
und Pilocarpinum hydrochloric crystal. puriss. (Merck) 1:1000 benutzt, 
von welchem ich selbst eine Lésung hergestellt habe. 

Meine Versuche wurden mit der neuen von Asher eingefiihrten 
Differentialmethode ausgefiihrt, wie sie in der Arbeit von Takahashi’) 
beschrieben worden ist. Sie besteht darin, daB gleichzeitig wahrend 
ein Versuchstier einer bestimmten Versuchsanordnung unterworfen 
wird, ein anderes Kontrolltier waihrend der ganzen Zeit gleichzeitig 
im Respirationsversuch steht. Die Ergebnisse am gesunden Tiere, 
welches dauernd unter den Bedingungen des normalen Grundumsatzes 
stand, finden sich in Tabelle I. Die Ergebnisse an dem Tiere, welches 
allein den verschiedenen in der Uberschrift genannten Versuchsein- 
griffen unterworfen wurde, finden sich in Tabelle II. In Tabelle Ila 
finden sich die Mittelwerte der gesamten Versuche am normalen Kontroll- 
tier, in Tabelle IIb diejenigen am Tiere, welches tatsichlich den ver- 
schiedenen Versuchseingriffen unterworfen wurde. In dieser Tabelle gebe 
ich in Klammer die Korrekturwerte nach der Differentialmethode an. 

Man sieht in Tabelle [Ila eine bemerkenswerte Konstanz der 
Kohlensiurebildung und des Sauerstoffsverbrauchs, die in der her- 
kémmlichen Weise pro Kilogramm und pro Stunde in Grammen an- 
gegeben sind, sowie des respiratorischen Quotienten, auch die aus den 
respiratorischen Versuchen ermittelte Kalorienbildung erwies sich als 
konstant. Ganz anders steht es mit dem eigentlichen Versuchstier. 
Die Injektion von Adrenalin, dieselbe wurde subkutan ausgefiihrt, 
hatte eine durchschnittliche Steigerung der Kohlensaurebildung von 
29.34 Proz. des Sauerstoffverbrauchs, 23,12 Proz. der Kalorienbildung 


1) Y. Takahashi, diese Zeitschr. 145, 130, 1924. 





390 K. Nakayama: 
Tabelle I. 3. Gruppe. \\, 
| 
Ver Datum Versuchs- | Zimmer- Temperatur Kérper- H, O- Ci 
suchs- (1923, 1924) dauer temperatur im Kasten gewicht Bildung Bild 
Nr. 
Stdn. °C °C 8 zg | 
Ruheumsaty | 
l 30, X. 3,0 18 24 184,56 0.38 Loe 
2 31. X. 3,0 18 25 183,38 0.30 1.40 
3 2. XI. 3,0 18 25 186,86 0,02 141 
4 5. XI. 3.0 18 25 188,93 0.35 1.29 
5 6. XL. 3,0 18 24 188,60 0,53 142 
6 oe * e 3,0 18 25 181.77 0,29 125 
7 9, XI. 3.0 17 23 176,68 0.40 1,23 
8 12. XI. 3,0 18 24 166,63 0,25 1.38 
9 13. XI. 3.0 17 23 163,09 0.64 1.2] 
10 16, XT. 3.0 17 24 163,56 0.45 125 
1] ll. XII 3,0 16 22 160,03 0.38 0.98 
12 12. XII 3,0 17 24 158,08 0.44 1.06 
13 14. XII 3,0 17 25 155,67 0.38 1 
l4 18. XII 3.0 18 25 151,30 0.53 1.03 
15 20. XII 3,0 19 26 153,62 0.64 10] 
Kontrolle wahrend der Versucls 
16 20. XI. 3,0 17 24 162,76 0,46 1.08 
17 22. XI. 3,0 17 25 161,05 0,64 1.12 
18 23. XI. 30 | #17 25 159,65 0,44 1.05 
19 26. X1. 3,0 | 16 23 167,01 0.89 116 
20 27. XI. 3,0 | 16 23 163,24 0,62 1,12 
21 29. XI. 3,0 17 24 162,35 0.53 107 
22 30. X1. 3.0 =| 17 24 161,15 0,71 110 
23 3. X11 3,0 17 25 167,60 0.52 1.08 
24 5. XIT 3,0 17 24 161,55 0.33 0.6 
25 7X 3.0 17 25 161,11 0.26 0.99 
Kontrolle fiir den Ruheumsa 
26 12, Il 3.0 18 25 141,33 0.32 ],22 
27 14. LI. 3,0 18 25 136,65 0,29 0.9) 
28 16. II. 2.5 16 23 133,25 0.35 0.68 
29 18. IT. 30 | 17 24 134,35 048 OS! 
30 19. II. 25 | 17 23 131,32 0,26 O71 
Kontrolle fiir die Versuche mit Adrenaw 
31 21. 1 3,0 18 24 | 129,78 0,34 086i 
32 22. II 3.0 16 22 130,84 0.20 0.79 
33 25. II 2.0 16 24 135.06 | 0.16 0.74 
2.0 15 22 134.88 | O15 0.7) 
34 26. LI. 3,0 17 23 130,59 0,36 0.90 
35 28, IT. 4.0 17 23 130,75 0.45 110 
36 29, IT. 3.0 17 24 130,88 0.36 O82 
37 3. ILL. 3.0 15 22 133,52 O31 1.16 
38 4. Ill. 3,0 14 22 133,30 0.52 O97 
39 6. IIT. 3,0 16 22 140,40 O44 | 1,04 
1,0 16 22 139,77 0,22 | 0.37 
40 7. IIL 3,0 14 22 136,47 0,40 0.98 
41 10. Ill 2.0 15 23 132,65 0.36 059 
1,0 14 22 132,28 0,12 0.33 
42 12. IIL 3.0 15 22 131,96 O71 O77 
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batte (Weibehen), Kontrolltier. 








CO Or»: een meet 
‘ : , , ittelw er COs 
Respi- Bildung Verbrauch deo tee Bildung 
erbrauch —rations- pro kg und pro kg und pro kg und 
quotient Stunde Stunde eaneme- Stunde 
quotienten 
3 8 e ~ 
» Operation. 
} 0.92 0.825 1.842 1,662 
S 137 0,742 2.545 2,490 
b 32 0,776 1515 2.355 
124 0,756 2,276 2,188 
1.37 0,753 2.507 2,419 
125 0.725 2'308 2.308 
y 1,19 0.751 2,321 2,245 
s 1.32 0.759 2.761 2.641 0.755 2.336 
, 116 O.745 2.473 2.412 
1.20 0,745 2.507 2.446 
0.95 0.749 2.041 1,979 
1.05 0.733 2,235 2.214 
1.02 0.755 2,270 2,184 
0.94 0,796 2.269 2.071 
0.98 0.743 2,176 2,127 
jit Adrenalin vor der Operation. 
1.06 0,740 2.212 2,171 
1.05 0.775 2.318 2,173 
1.02 0,748 2,192 2,130 
1,14 0,739 2.315 2,275 
1.07 0,760 2,287 2.185 = — 
(040.747 2/198 2186 Ore | 31M 
1,06 0,754 2,275 2,193 
1,02 0,769 2,148 2.029 
0.94 0,742 2.981 1,940 
1,00 0,719 2.048 2.069 rl 
wh der Schilddriisenentfernung. 
116 | 0,764 2.877 2.756 
09 | 0735 2290 2'195 | 
0.65 0.760 2.041 1,951 O70 2,242 
0.76 0.774 2,009 1,886 
0.68 0.758 2.163 2071 
ach der Schilddriisenentfernung. 
0.83 0,752 2.209 2,132 
080 | O,717 2.013 2.038 
0.72 | 0,747 2.740 2.666 
0.68 0,758 2.632 2,521 
0.83 0.788 2.302 2,123 
1.05 0,761 2,103 2,008 
0,78 0,764 2 088 1,787 
1,07 0,788 2,896 2.671 0.762 2,372 
0,94 0.750 2,426 2.351 
0,98 O.771 2.471 2.327 
0,37 0,725 2.647 2.647 
0.96 0,742 2.394 2.345 
0,58 0,739 2,234 2,186 
O31 0,773 2,495 2,344 
0.71 0,788 1,945 1,794 





Mittelwert 
des Oo 
Verbrauchs 
pro kg und Bemerkungen 
Stunde 
8 
2.249 Nuchtern 
2,135 Nuchtern 
2,172 Nuchtern 
{ 
2.262 Nuchtern 
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3. Gruppe. 





Vers Datum Versuchse Zimmers Temperatur Korper- H, O- ( 
suchs-+ (1923/1924) dauer temperatur | im Kasten gewicht Bildung K 
Nr 
Stda. °C °C g ‘ 
Ruheumsatz 
l 30, X. 3.0 18 25 226,23 0,29 172 
2 31. X. 3.0 18 25 219.61 0,29 1.64 
3 2. XI. 3.0 18 25 214,35 0,22 125 
4 5. XI. 3.0 18 24 203,36 0,27 1.39 
5 6. XT. 3.0 18 24 208,44 0,37 152 
6 7. XI. 3,0 18 25 204,65 O52 156 
7 9, XI. 3,0 17 23 200,81 0,38 152 
Ss 12. XI. 3.0 18 24 212.25 0.27 130 
9 13. XI. 3,0 7 24 204,75 0.35 1.55 
10 16, XI. 3.0 17 25 201,71 0,36 15] 
1] ll. XII. 3,0 16 24 188,22 0,32 141 
12 12. XII. 3,0 17 25 186,96 0.34 1.38 
13 14. XII. 3.0 17 25 185.44 0.24 136 
14 18, XII. 3.0 18 26 187,63 0,37 12 
15 20, XII. 3.0 19 27 196.69 0,28 1,30 
Die Versuche mit Adrena 
16 20, XI. 3.0 17 25 211,88 0.39 1.64 
7 22. XI. 3.0 17 26 218.39 0.44 1.67 
18 23. X1. 3,0 17 26 204.98 OAT 1.75 
19 26. XI. 3.0 16 25 206,27 0.49 1.67 
20 27. XI. 3.0 18 25 200,65 0.44 19) 
21 29. XI. 3.0 17 25 202,37 0.44 1.68 
22 30, XT. 3,0 17 26 201,90 0.45 1.8] 
23 3. XII. 3,0 17 26 200,64 0.53 197 
24 5. XIL. 3,0 17 24 191,88 0,55 1.67 
25 7. XII. 3D) 7 27 190.55 0.48 171 
Ruheumsatz nach der Schilddri 
26 12. II. 3.0 18 25 167,57 044 0.78 
7 14. II 3,0 18 26 167,70 0.47 O86 
28 16. IT 2.5 16 24 171,16 0.21 0,70 
29 18. I] 3,0 17 25 171,62 0.53 0.93 
30 19. TT 2.5 17 26 167,97 O45 075 
Die Versuche mit Adrenalin ne 
31 21. I. 3.0 18 26 174,00 038 1.03 
32 22. II. 3.0 16 23 171,60 0.44 OM) 
33 25. Il. 2.0 16 24 173,04 0,19 0.83 
2.6 15 24 172,86 0.18 0,70 
34 26. LI. 3,0 17 24 170,99 0,22 O80 
35 28. IT. 2.0 17 25 169,91 0,22 0.64 
2.0 17 23 169,60 0.19 0,66 
36 29. II. 3,0 17 25 165,23 0.32 0.9] 
7 3. III 3,0 15 22 167,30 0.33 1,08 
38 4. ITT 3.0 14 23 169,43 0.55 1.14 
39 6, TIT. 3,0 16 22 170,75 0.47 115 
10 16 23 170,14 O11 O38 
40 7. Il. 3.0 14 24 168,09 0.34 1,09 
41 10. ITT. 2.0 15 24 166,08 0,30 0.61 
1,0 14 22 165,78 0,19 0.40 
42 12. TIT. 3.0 15 24 165,71 0.32 0.99 











entfet 
0.7 
Os 





elal 
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tte Ratte (Weibchen). 
COg. Ox 
Respi- Bildung Verbrauch 
rauch ~~ rationss =| prokgund pro ky und pro kg und | prokg und, emerkungen 
quotient Stunde Stunde 
2 & 
jer Operation. 
1.64 0,762 2.534 2,416 
1.59 0,749 2.489 2,413 
1.20 0.757 1.944 1.866 
13 0.771 2,278 2.147 
1.49 0.741 2.431 2.383 
1.52 0.746 2541 2.476 
143 0,772 » 523 2.374 
1.28 0.73 2.042 2.010 Nuchtern 
1.50 0.731 2.523 2.442 
1.49 0.736 2 495 2.462 
1.38 0,742 2,497 2 444 
1.32 0.759 2 460 2.353 
1.31 O.754 2445 2.355 
1,21 0,725 2.150 2.150 
1,23 0.768 2.203 2.085 
vor der Operation Adrenalin. 
1.56 0,764 2.580 2,454 0,1 mg 
1,57 0.77% 2.549 2.396 ie 
1.66 0.766 2.846 2.700 O1 . 
1,57 0.773 2.699 2.537 of. 
180 O.771 3,173 2.997 a? s 
1.56 0.782 2.832 2570 or. 
1.66 0,792 2,988 2.741 oa. 
1.78 0.804 3,273 2.957 0,2 
158 0,768 2.901 2.745 af, 
1.55 0801 2.991 2.712 ol. 
entfernung. (8. II. operiert). 
0.74 0.766 1.551 1,472 
O83 0.753 1.709 1.651 
0,67 0.759 1,636 1566 Nuchtern 
0.89 0.759 1,806 1,729 
0.70 0,758 1.738 1,667 
der Schilddriisenentfernung. Adrenalin, subkut 
O89 0841 1.973 1,703 0,1 mg 
0.88 0.751 1,768 1,709 ol . 
O84 O.718 2 398 2 427 Ol. 
0.66 0.771 2.025 1.909 
0.82 0.7388 1.735 1,599 Oo) 
0.55 0.845 1.883 1,619 Oo) 
0.59 0.813 1,946 1,739 
0.89 0.743 1.836 1,796 01 
1.10 0.713 2.152 2,192 02 . 
1.01 0,820 2,243 1.987 0.2 
0,99 0.829 2,206 1,933 0,2 
0,34 0.812 2.23 1,998 
0,97 0.816 2,162 1,924 01 
061 0.725 1,837 1,837 ol. 
0.39 0.745 2.413 2.353 
0.87 0.827 1.o91 1.746 01 
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von 24,11 Proz. zur Folge. Es handelt sich hierbei um Steigerungen, 
welche durch die Injektion von 1 oder ?/y9 mg Adrenalin herbeigefiihrt 
wurden. Nach der Schilddriisenentfernung sank der Grundumsatz 
in der bekannten Weise, die Kohlensiurebildung um 25,8 Proz., der 
Sauerstoffverbrauch um 27,2 Proz., die Kalorienbildung um 27 Proz. 
Nach der Operation rief die subkutane Injektion von Adrenalin eine 
viel geringere Steigerung des Grundumsatzes hervor. Es stieg die 
Kohlensaurebildung nur um 15,5 Proz., der Sauerstoffverbrauch um 
13,4 Proz., die Kalorienbildung um 13,9 Proz. Alle Werte sind korrigiert 
und abgerundet angegeben. Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, 
daB die Wirksamkeit des Adrenalins auf den respiratorischen Umsatz 
am schilddriisenlosen Tiere merklich niedriger ist, als am normalen. 
Wiederholt weise ich darauf hin, daB das normale Kontrolltier, welches 
gleichzeitig im Versuch stand, jederzeit praktisch die gleichen Werte 
des respiratorischen Umsatzes zeigte. 

Die eben geschilderte Versuchsreihe beweist meines Erachtens, 
daB bei Fehlen der Schilddriise die Wirkungsstarke des Adrenalins 
viel geringer ist, zunachst vollstandig davon unabhangig, ob Wirksam- 
keitssteigerung etwas Npezifisches fiir die Schilddriise sei oder nicht. 
Zieht man Analogieschliisse aus einem sehr weiten Gebiet der Physio- 
logie, so sieht man, daB strenge Spezifizitaten namentlich dann, wenn 
es sich nicht um feinste Fermentwirkung handelt, eigentlich recht 
selten sind. Worauf es ankommt ist, daB das Fehlen der Schilddriise 
die Wirksamkeit von Adrenalin tatsachlich herabsetzt, und man kann 
nun kaum anders als dies in Zusammenhang mit einer Leistung der 
Schilddriise bringen, wobei man immer noch verschiedene Vorstellungen 
iiber den Mechanismus dieser Leistung haben kann. Andererseits ist 
die von mir hier gebrauchte Methode, um Wirksamkeitssteigerungen 
von Adrenalin durch die Schilddriise nachzuweisen, eine unvergleich- 
lich sicherere als die friihere Methode, wo im akuten Versuch nervése 
Mechanismen herangezogen wurden. Die Stoffwechselwirkungen sind 
bei der im Berner physiologischen Institut seit langerer Zeit geiibten 
Methode oft von einer geradezu erstaunlichen Konstanz. Andererseits 
zeigt ein Blick auf meine detaillierten Protokolle, daB in keinem einzigen 
Falle die Symptome herabgesetzter Wirkungsstarke des Adrenalins 
nach Fehlen der Schilddriise ausblieb. SchlieBlich sind die Stoff- 
wechselwirkungen, die im Zusammenhang mit der Schilddriise stehen, 
diejenigen, welche noch tiefer in das Geschehen der Lebensvorginge 
einen Einblick gestatten, als nervése Reizversuche. 

Meine nachste Versuchsreihe beschaftigt sich mit dem Korrelat 
zu den vorausgegangenen Versuchen, indem ich einen Versuch an- 
schloB, wo normale Ratten mit Schilddriise gefiittert wurden. Ich be- 
diente mich der Schilddriisentabletten von Borroughs und Wellcome & Co. 


| 
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Tabelle 1V. 5. Gruppe. 


V 








l{ 
lj 
ug 
“4 
lj 
lJ 
oF 
1. 
43 





l@ 
24 


O4 


Vers Datum Versuchs- Zimmer» Temperatur Kérper- H, O- CO, 
= dauer temperatur | im Kasten gewicht Bildung Bildung \ 
NT. 
1924 Stda. oC Cc £ P g 
Die Versuche mit Ad 

43 | 26. 11. 3,0 l4 21 129,32 0.35 1,07 

2.0 14 23 127,82 0,25 1,32 

1,0 14 24 127,49 011 0.58 

10 14 24 127,38 0.12 OAS 
44 28. IIT. 3.0 14 22 131,22 0.35 1.14 

2.0 14 22 129.83 0.27 1.31 

1,0 14 24 129,50 0.14 O75 
45 LIV. 3,0 ll 24 132,82 0.50 1,36 

4,0 ll 24 131,40 1,39 441 
46 3. IV. 25 10 20 126,39 0,29 1,03 

4.0 10 21 125,82 031 2.62 

3. Gruppe. Riickengefiirbte Ratte (Weibcj 

43 26.111. 3,0 14 22 158,58 0.34 1,13 

2.0 14 22 157,92 0.24 O75 

1,0 14 23 157,60 0.13 038 

1,0 14 22 157,41 0.23 O41 
44 28. ITT. 3,0 14 23 155,46 0.40 1.14 

2.0 14 23 154,47 0.56 115 

10 14 22 153,85 O17 OAT 
45 LIV. 3,0 ll 24 154,83 0,29 1,43 

4.0 1! 25 153,00 1,36 3.17 
46 3. IV. 25 10 23 154,60 O15 1,20 

40 10 24 150.05 0.24 2.52 


Beide Tiere wurden gefiittert: 24. IIT. bis 
29. IIT. 
30. TIT. 


Heichzeitig wurde ein Tier ohne Schilddriise, welches auch Schild- 
driisentabletten erhielt, zum Kontrollversuch herangezogen, beide 
Tiere erhielten die gleiche Adrenalininjektion. Die Ergebnisse dieser 
Versuchsreihe finden sich in Tabelle IV. 

Zieht man aus beiden Versuchsreihen den Mittelwert der Prozent- 
steigerung, so ist das Resultat ein auBerordentlich schlagendes und 
beweisendes. Beim Tier, welches waihrend der Schilddriisenfiitterung 
mit subkutaner Adrenalininjektion behandelt wurde, stieg im Mittel 
die Kohlensaurebildung um 87,78 Proz., der Sauerstoffverbrauch um 
89,21 Proz., die Kalorienbildung um 86,67 Proz., hingegen zeitigte 
das schilddriisenlose Tier, welches auch Schilddriisentabletten erhielt, 
nur eine prozentische Steigerung der Kohlensiurebildung von 32,79 Proz., 


On | 














l@ 
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‘Weibchen), Kontrollitier. 
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CO. Oy: eqns Steigerung 
pic ! * , COs des Ons 
mt Bildung venan a Kalorien- Bildung Vesuonine 

pro kg und | pro kg urd bildung pro kg und pro kg und 
tient Stunde Stunde Stunde Stunde 
g g Cal Proz Proz. 

end der Schilddriisenfiitterung. 
740 2.758 2.707 9,13 — 
173 5,164 4.851 16,46 S026 87.24 
725 4.549 4,549 15,32 67,78 64.94 
711 3,533 3,611 12,11 32,63 28,10 
733 2.896 2.871 945 i ee 
761 5,045 4.814 16,30 72.50 74.21 
725 5,792 5,792 19.51 106,48 75.83 
737 3,413 3,363 11,35 —- — 
742 8,390 8.219 27,73 144.36 145.82 
748 3,260 3,165 10.70 — — 
764 5,206 4.948 16,76 56.64 59,69 

Mittelwert der proz. Steigerung 87,78 89,21 
lddriisenloses Tier. Schilddriisentablette + Adrenalin. 
767 2.375 2,249 7.63 — _ 
813 2.375 2,121 7,25 — 4,98 0 
863 2.411 2,031 7.01 — 813 1,52 
764 2,605 2,478 8,39 9,96 9.68 
733 2.444 2,423 8,16 — — 
781 3,722 3,463 11,77 44,24 52,29 
759 3.055 2.925 991 21,45 25,00 
742 3,079 3,014 10,17 _— —_ 
i7¢ 5,180 4.869 16,52 62,45 68,24 
771 3,105 2.924 9,92 — — 
7712 4,199 3,949 13,40 35,08 35,23 

Mittelwert der proz. Steigerung 32,79 36,97 


hilddriisentablette 


, 


taglich, 


Steigerung 
der 
Kaloriens 
bildung 


Proz. 


79,20 
68,05 
33,40 
67,68 
101,74 


144,40 


56,34 
86,67 


— 5,69 
— 9,69 
10,18 


42,92 
18,66 


61,55 


35,06 
32,21 


Bemerkungen 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
subkutan 


Nuchtern 


0.1 mg Adrenalin 
subkutan 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
subkutan 


0,03mg Adrenalin 
subkutan 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
subkutan 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
subkutan 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
subkutan 


0,03mg Adrenalin 
subkutan 


des Sauerstoffverbrauchs von 36,97 Proz., der Kalorienbildung von 


32,21 Proz. 


Die Schilddriisenfiitterung des schilddriisenlosen Tieres 


hatte zwar den Umsatz infolge Adrenalininjektion gegeniiber der 
Umsatzsteigerung ohne Zufuhr von Schilddriisenpriparat gesteigert. 
Nichtsdestoweniger ist der Unterschied gegeniiber dem normalen 


Tiere ein auBerordentlich groBer. 


Wiederum zeigt diese Versuchsreihe 


den groBen Einflu8 der Schilddriise auf die Wirksamkeit des Adrenalins. 

Die gréBere Wirkung des Adrenalins bei Tieren mit Schilddriise 
und der groBe Einflu8 bei Zufuhr von Schilddriise auf die Wirksamkeit 
des Adrenalins ist aus der vorhergehenden Versuchsreihe klar geworden. 
Es ist jedoch eines Einwandes zu gedenken, welcher gegen die Beweis- 
tine der Folgen der 


kraft dieser Versuche erhoben werden kénnte. 


if 
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Tabelle V. 5. 





Tub 

Vers or Versuchs- Zimmer Temperatur K6rper- H,O- CO.» O; 

— dauer temperatur im Kasten gewicht Bildung Bildung Verbmyy 
Tr. 

1924 Stdn. iS Cc g 2 g 8 

Die Versuche mit Adren 

l 2. V. 3.0 16 21 148,32 0,63 113 1.08 

3.0 16 24 147,03 058 1,52 14 

10 16 24 146.40 0,16 O51 0.49 

2 6. \ 3,0 19 22 154,74 0.83 1,03 0.98 

3.0 is 22 153,13 047 149 1,38 

10 18 23 152,56 0,22 051 0M 

3 8.V. 3.0 16 20 151,99 0,42 1,05 1.03 

3,0 16 22 151,00 0,90 1,43 1.34 

1.0 16 22 150,01 O11 0.37 0.38 

4 12. V. 2,5 15 20 153,04 0,28 0.95 0.93 

3,0 16 20 151.77 0,52 1,20 1,1] 

1.0 16 20 151,16 O15 0,39 0.37 

5 14. V. 4.5 17 22 149.81 041 117 115 

3.0 17 25 148,17 0.89 1,93 1,80 

10 17 25 147,05 0,13 0.40 0.40 

6 16. V. 3.0 18 25 153,05 0,25 0,92 0.91] 

45 18 25 151,68 0.89 1,87 187 

7 23. V. 20 20 23 146,95 0,28 O57 O57 

4.0 20 26 146,15 0,70 1,82 72 

Die Versuche mit Pilocarpr 

8 19. V. 3.0 20 25 150.73 0,26 1,10 1,08 

4.0 20 25 149,25 0.57 1,45 1,42 

9 21. V. 25 20 24 146.87 0,50 0,76 0.74 

40 20 26 146.65 0,75 | 1,47 | 42 


Exstirpation ist die merkliche Herabsetzung der Permeabilitat. Da 
nun in der vorausgegangenen Versuchsreihe die Adrenalininjektion 
subkutan ausgefiihrt worden war, konnte daran gedacht werden, dab 
es sich nur um eine Resorptionshemmung des Adrenalins aus dem 
subkutanen Gewebe handelt, nicht aber um eine verminderte Wirk- 
samkeit des Adrenalins auf die Zellstatten, von denen die GréBe des 
respiratorischen Umsatzes abhingt. Aus diesem Grunde habe ich 
weitere Versuchsreihen angestellt, in denen ich nach Meltzers Vorgang 
das Adrenalin intramuskular injiziert habe, eine Injektionsweise, 
welche genau so wirkt, wie die intravendése. Uber diese Versuchsreihe 
orientieren Tabelle V, VI, VIL und VILI. Ich habe in diesen Versuchen 
noch eine Anderung gegeniiber der Yorher innegehaltenen Methode 
eingefiihrt, indem ich die Stunden nach der Injektion variierte, in 
denen der Ruheumsatz festgestellt werden sollte. Auf diese Weise 
hoffte ich, genaueren AufschluB iiber den zeitlichen Ablauf der Vor- 
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5. Grupfveibe Ratte (Weibchen.) 


0. 


Verhme 


& 


Adren 
1,08 
lf 
0,49 
0,98 
1,39 
050 
1.03 
1.34 
0.38 
0,93 
1,1] 
0.37 
115 
1,80 
0.40 
09] 
1.87 
O57 
1,72 


locarpy 
1,08 
1.42 


074 
142 








COg: Og: Solqunns yy Steigerung 
Respir Bildung Verbrauch Kalorien: er COos Ges Ox der 
rationss pro kg und pro kg und pildung RM beng ane Kalorien Bemerkungen 
quotienten Stunde Stunde Stunde Stunde bildung 
2 g Cal | Proz. Proz. Proz 

or der Operation. 

0,760 2 536 2 424 8,21 oe <a ome Nichtern 

0.751 3.446 3.333 11,27 35,88 37,50 37,26 0,1 mg Adrenalin 

0.756 3.484 3,347 11,33 37,38 38,08 38.03 intremuskulér 

0.764 2,219 2,111 7,15 — — — Nichtern 

0.779 3,243 3,026 10,29 46,15 43.34 43,98 0,1 mg Adrenalin 

0.741 3,343 3,277 11,06 50,65 55,24 54,75 intremuskulér 

0741 2,303 2,259 7,62 — — — Nuchtern 

0.775 3,157 2,958 10,02 37,08 30,94 3141 0.1 mg Adrenalin 

0,707 2.467 2.533 8,50 7,12 12,13 11,48 intramuskular 

0.742 2.483 2.431 8.20 = _ a Nichtem 

0.785 2.636 2.438 8.30 6,16 0,29 1,19 0,03mg Adrenalin 

0.766 2,580 2.448 8,31 3,91 0,70 1,28 lntremuskulée 

0,739 1,736 1,706 5.75 — — ome Nuchtern 

0.779 4,342 4,049 13,73 150,11 137,34 139,29 0,2 mg Adrenalin 

0,725 2.720 2.720 9.16 56,68 59,44 59,25 intramuskular 

0.734 2,004 1,982 6,67 — — — Nichtern 

0.725 2.740 2.740 9,23 36.73 38,24 38,38 0,1 mg Adrenalin 
| intramuskular 

0,725 1,939 1,939 6,53 — _ — Niichtern 

0.769 3,118 2,942 9.98 60,55 51,73 52.83 0,1 mg Adrenalin 

intramuskular 

wr der Operation. 

0,740 2.433 2.388 8,06 — — oe Niichtern 

0.742 2,429 2.379 8.03 — O16 —038 |—037 1,0 mg Pilocarpin 

} subkutan 
0.746 2.070 2.015 | 681 —_ eh | “ae Nuchtern 
0.752 2.080 2.010 6.79 0.48 — 0.25 — 0.29 1,0 mg Pilocarpin 
subkutan 


gange nach der Injektion zu erhalten. AuBerdem habe ich in diesen 
Versuchen noch Pilocarpininjektion, mehr zur Information als zu 
tiefergehenden Untersuchungen angewandt. Die Zusammenfassung 
findet sich in den Tabellen IX und X. 

Ich werde, da alles sich genau in den Tabellen vorfindet, nur die 
wesentlichsten Punkte herausheben, die am klarsten dasjenige zeigen, 
worauf es ankommt. Bei dem einen Versuchstier zeitigte im normalen 
Zustand die intramuskulire Injektion von 0,1 mg Adrenalin eine Steige- 
rung der Kohlensiurebildung im Durchschnitt von 50,41 Proz., des Sauer- 
stoffverbrauchs von 45,21 Proz., der Kalorienbildung von 45,85 Proz. 
Ein Tier zeigte nach Entfernung der Schildariise unter den sonst gleichen 
Bedingungen nur eine Steigerung der Kohlensiurebildung von 8,30 Proz., 
des Sauerstoffverbrauchs von 7,55 Proz. und der Kalorienbildung 


von 7,40 Proz. 
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Tabelle VI. 5. Grup» BWei 
Ver: Datum Versuchs- Zimmers Temperatur Korper- H2 Os COgs Oos Re 
suchs- 1924 dauer temperatur im Kasten gewicht Bildung Bildung Verbraug rat 
Nr. ” 
Stdn. °C Cc g ra g P 
Die Versuche mit Adrenalin nac fier 
10 2. VI. 2.0 19 22 156.78 O18 0.62 0.62 0. 
3,0 19 24 154.60 038 1.05 1,05 0. 
1,0 19 2% 154,22 O13 0.36 0.36 0 
1) 4. V1. 3,0 19 23 158.08 031 0.89 0.90 0 
3.0 19 25 157,18 0.33 1,04 1,02 0. 
10 19 25 156.83 0.10 0.33 0.33 0 
12 6. VI. 3.0 18 25 155.20 0.32 0.90 0.92 0 
3.0 18 23 153.05 0.22 0.94 0.04 0 
1.0 Is 23 152.83 0.23 0.42 0.39 0 
138) so VE. 3,0 18 24 155,16 0.24 0.91 0.89 0 
3,0 18 25 153,33 0.34 0.96 0.96 0 
10 18 26 153,00 0.28 O45 0.4) Uv 
14. 13. VI. 3,0 18 26 153,73 O35 091 091 0 
3.0 18 26 152,22 O35 1.01 1,0] 0 
1,0 18 26 151,82 O11 0.40 041 0 
10 18 26 151,72 0.09 0.42 0.39 0 
15 16, VI. 3,0 18 25 1517: 0.35 O91 O86 10 
4.0 18 26 149.74 0.62 1.33 1.30 , 0 
10 18 25 149.09 0.21 042 O37 ‘al 
16 «18. VI. 2,0 19 23 152.95 0,28 0.69 0.67 ( 
3,0 19 25 150.53 0.34 110 LO] U 
1,0 19 25 150,10 O19 0.40 0.38 ( 
2,0 19 25 149.89 0.19 0.66 0.61 ( 
17 || 22. VL. 20 17 2: 156,65 0.17 0.69 0.66 ( 
3,0 17 24 154,18 O4l L115 1.11 i! 
1,0 17 25 153,73 0.09 031 0.30 ( 
1,0 17 25 153,63 0,12 0.43 0.42 ( 
18 25, VI. 3,0 18 23 155,63 040 1.03 0.99 ( 
3,0 18 25 153.64 031 1,10 1.03 ( 
1,0 18 25 153,26 O.15 0.40 0.39 ( 
19 30. VIL. 3.0 19 24 154,11 0.38 0.86 0.86 ( 
3.0 20 26 152,70 0.25 0.90 0.0 ( 
1,0 21 26 152,45 O15 0.33 0.32 ( 
1,0 21 25 152.29 O15 0.36 0.35 { 
20, 8. VII. 3,0 20 26 155,02 0.37 0.90 0,89 ( 
3,0 20 26 153,38 0.23 0.95 0.97 
1,0 20 25 153,18 0.10 0.32 0.31 ( 
1,0 20 25 153,07 0.13 0.37 0.36 ( 
Die Versuche mit Pilocarpm F24¢ 
21, 20. VI. 2.0 19 25 152,50 0,24 0,63 0.63 ( 
3,0 19 26 «=| 15258 0,30 0,92 0.88 ‘ 
1,0 19 26 | 162.24 0,12 0.35 0.35 ( 
22 || 27. VI. 3.0 19 24 153,48 0,32 0.94 0.94 ( 
‘ 4,0 19 25 152.47 0,37 1.30 1,28 , 
23 | 2. VIL 3,0 21 24 152,97 0.45 0,94 0.95 & 
& | { 


40 21 24 152.97 0.92 1,43 1.35 





Oss 


Verbraug 


lin nhacg 


0.62 
1,05 
O36 
0.90 
1,02 
O33 
LU ed 
O.4 
O39 
OSU 
O96 
041 
0.9] 
10] 
O41 
0.39 
OS6 
1,30 
O37 
0.67 
10] 
OSS 
06] 
O06 
111 
O30 
0.42 
O09 
1,08 
O39 
O86 
0.90 
0.32 
O35 
O80 
O07 
03) 
O36 
carpu 
D.63 
DSS 
35 
94 


1,28 


p95 
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baife Ratte (Weibchen). 





¢ Operation. 


CO». 


Bildung 
pro kg und 
Stunde 


e 


1,977 
2.264 
2,334 
1,877 
2.206 
2,104 
1,933 
2.048 
2.748 
1,955 
2,087 
2.941 
1,973 
2321 
2.635 
2.768 
1,999 
2.22) 
2.817 
2,256 
2.436 
2.665 
2,202 
2,202 
2.486 
2.017 
2.799 
2,206 
2.387 
2.610 
1,860 
1,965 
2,165 
2.364 
1,935 
2.113 
2,089 
2.417 


nach der Operation. 


2.066 
2.009 
2.229 
2,042 
2.132 


2,048 
2.337 


Oz 


Verbrauch 
pro kg und 
Stunde 


~ 


(27. V. operiert). 


1,977 
2,264 
2,334 
1,898 
2,163 
2,104 
1,976 
2,048 
2,552 
1,912 
2,087 
2,680 
1,973 
2,212 
2,701 
2,571 
1,889 
2,170 
2,482 
2,190 
2,237 
2.532 
2,035 
2,107 
2,400 
1,952 
2,734 
2,120 
2,234 
2,545 
1,860 


2,066 
1,923 
2,299 
2,042 
2,099 


2,070 
2,206 


Kalorien- 
bildung 


Cal. 


6,66 
7,62 
7,86 
6,38 
7, 

7,09 
6,63 
6,89 
8,68 
6,45 
7.03 
9,14 
6,64 


9,06 
8,74 
6,41 
7,32 
8,52 


7,62 
8.59 
6,93 
7,14 
8,11 
6,60 
9,22 
7,18 
7,60 
8,60 
6,26 
6,62 
7,10 
7,77 
6,46 
7,08 
6,84 
7,95 


6,96 
651 
7,74 
6,87 
7,08 


6,96 
7,49 
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pro kg und pro kg und 
nd Stund 


Steigerung Steigerung Steigerung 


der 


Kalorien- 
bildung 


Proz. 


14,52 
18,48 


14,49 
11,09 


3,92 
30,93 


8,98 
41,70 


12,79 
36,42 
31,61 


14,20 
32,91 


2,97 
16,07 


— 6,35 


13,91 


wi 


— iwi 


28.49 


5,85 
19,77 
5,65 
13,41 
24.11 
9,45 


23,08 


Bemerkungen 


Nuchtern 

0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 

Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


Nichtern 


0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


Nuchtern 

0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 

Nuchtern 


0,2 mg Adrenalin 
intramuskular 


Nuchtern 
0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


Nuchtern 


0,2 mg Adrenalin 
intramuskular 


Nucbtern 


0,03mg Adrenalin 
intramuskular 


Nichtem 


0,03mg Adrenalin 
intramuskular 


Nichtern 
0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


1,0 mg Pilocarpin 
subkutan 


1,0 og Pineal 
subkutan 


1,0 mg Pilocarpin 
subkutan 


27 
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Tabelle VII. 5. Grupp 
Ver Detum Versuchs- Zimmer | Temperatur Kérper- H, 0. CO. O 
_— dauer temperatur im Kasten gewicht Bildung Bildung Verbraug 
iNT 
1924 Stdn. Cc Cc 2 g g 2 
Die Versuche mit Adrenaliy 
l 3. V. 3.0 16 24 258,73 0.40 1,39 137 
3.0 16 26 254,13 0,85 2.14 2.04 
1,0 16 *26 252,18 0,25 0,67 0.64 
2 6. \V 3.0 19 25 254,00 0,75 1,38 1,35 
3,0 18 7 249,25 0,95 2.01 1.9] 
1,0 18 28 248,20 0.14 0.68 0.65 
3 8. V. 3,0 16 25 251,66 0,51 1,29 1.27 
3,0 16 26 246,71 0,49 1.89 1,78 
1,0 16 25 246,16 0,19 0,59 0.53 
4 12, V. 2.0 15 23 243,08 0,22 1,18 1,16 
3,0 16 24 237,93 0,84 1,55 1,52 
10 16 24 237,06 0,15 0,52 0.5] 
5 14. V. 45 17 24 237,85 0,52 151 151 
3,0 7 26 233,41 0,92 171 1,63 
1,0 17 26 233,03 0,17 0,69 0,67 
6 16. V. 3,0 18 25 237,96 0,71 1,34 1,29 
4.5 18 26 234,33 141 2.96 2,80 
7 6. VI. 2.0 18 23 238.40 0,31 0,82 0.79 
5,0 18 25 235,19 0,91 2,38 2.26 
1,0 18 25 234,16 0.26 0,66 0.62 
Die Versuche mit Pilocarpi 
8 19. V. 3,0 20 25 238,96 0,69 121 1,14 
40 20 27 234,37 1,00 2.01 1,92 
| 
9 || 21. V. 25 20 24 222.05 0,62 0.91 0.88 
4.0 20 26 219,71 1,08 1,76 1,71 
10 4. VI. 3,0 19 25 241,56 0,64 1,53 15! 
4.0 19 25 238,16 039 1.89 1,93 


Als ich die vierte Stunde hinzunahm, betrug die prozentische 
Steigerung der Kohlensiurebildung 41,85 Proz., des Sauerstoffver- 
brauchs 42,86 Proz. und der Kalorienbildung 42,94 Proz. Hingegen 
war bei dem gleichen Tiere nach Entfernung der Schilddriise in dieser 
Zeit die Kohlensaurebildung nur 22,53 Proz., des Sauerstoffverbrauchs 
18,55 Proz., der Kalorienbildung 18,79 Proz. Eine Wiederholung 
dieser Versuchsreihe zeigte einen womdglich noch gréBeren Unter- 
schied beim Tiere vor und nach der Operation. In einer weiteren 
Versuchsreihe habe ich 0,2 Proz. Adrenalin intramuskulir injiziert. 
Am normalen Tiere war in der vierten Stunde nach der Injektion die 
Erhéhung der Kohlensiurebildung 75,69 Proz., des Sauerstoffver- 
brauchs 73,77 Proz., der Kalorienbildung 74,38 Proz. Hingegen be- 








Gi “UPPe 


) 


Verbraug 
z 


\drenaliz 
137 
2.14 
O64 
1.35 
19] 
0.65 
127 
1,78 
0.53 
116 
152 
05) 
151 
1,63 
0,67 
1,29 
2.80 
0,79 
2.26 
0.62 
locarpu 
1,14 
1.92 
OSS 
1,71 
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chwanzgefarbte Ratte (Miannchen). 





Kespir 
rationss 
qu ynent 


r der 
0,737 
0.762 
0.760 
0.743 
0.765 
0.760 
0.738 
0.771 
0,809 
0,739 
0,741 
0.74 

0,725 
0.762 
0.748 
0.755 
0.768 
0,754 
0,765 
0.773 
r der 
0.771 
0,761 


0.751 
0,748 
0,736 
0711 


CO Ox Seelgnrens Steigerung Steigerung 
Bildung Verbrauch Kelorien- | er 2° e Vee der 
pro kg und pro kg und atone a... me ita Kalorien- Remerkungen 
Stunde Stunde Stunde Stunde | bildung 
g g Cal Proz. Proz. Proz 
Operation. 
1,791 1,765 5,96 — — — Nucbtern 
2,807 2,676 9,07 56,73 51,62 52.17 0,1 mg Adrenalin 
2,657 2,538 8,60 48,35 43,80 44.30 subkutan 
1,81] 1,772 5,98 — — _ Nuchtern 
2,688 2,554 8,67 48,43 44.13 44.97 0,1 mg Adrenalin 
2,740 2,619 8,90 51,30 47,80 48,36  ssbkute 
1,709 1,682 5,68 os — — Nuchtern 
2,553 2,405 8,16 49.39 42.99 43.77 1 mg Adrenalin 
2,397 2.153 7,36 40,26 28,00 273 | ae 
1,942 1,909 6,44 —_— _ _— Nuchtern 
2,172 2,130 7,19 11,84 11,58 11,63 0,03mg Adrenalin 
2,194 2,151 7,26 12,98 12,68 12,72 subkuten 
1411 1411 4,75 ~- — —_ Nichtern 
2442 2'328 7.88 74.77 61,32 = 65,83 0.2 mg Adrenalin 
2,961 2.857 9,72 109,85 103,72 10444  — Subkutan 
1877 1,807 6,12 — —_— om Nuchtern 
2,807 2,655 9,01 49.55 46,93 47.22 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 
1,720 1,657 5,60 ips a —  Néchtom 
2,024 1,922 6,52 17,68 15,99 16,43 0,1 mg Adrenalin 
2.819 2,648 8,98 63,90 59.81 6036 subkutan 
Operation. 
1,688 1,590 5,41 — — — Nuchtern 
2,144 2,048 6,94 27,01 28,81 28,28 1,0 mg Pilocarpin 
subkutan 
1,639 1,585 5,36 -- _ — Nucbtern 
2,003 1,946 6,58 22,21 22.78 22.76 1,0 mg Pilocarpin 
subkutan 
2,111 2,084 7,03 — —_— =e Niichtern 
1,984 2.026 6,80 — 6,02 — 2,78 — 3,27 1,0 mg Pilocarpin 
subkutan 


trugen die Steigerungen der Schilddriise fiir die Kohlensiurebildung 
nur 17,84 Proz., fiir den Sauerstoffverbrauch 15,55 Proz. und der 
Kalorienbildung 15,53 Proz. Die Unterschiede sind womdglich noch 
gréBer geworden. Einen Versuch habe ich angestellt, wo ich nur 0,03mg 
Adrenalin intramuskular injizierte. Am normalen Tiere betrugen die 
prozentischen Steigerungen der Kohlensiurebildung 20,16 Proz., fiir 
den Sauerstoffverbrauch 14,12 Proz., fiir die Kalorienbildung 16,07 Proz. 
und nach der Operation fiir die Kohlensiurebildung 10,13 Proz., fir 
den Sauerstoffverbrauch 7,80 Proz. und fiir die Kalorienbildung 
7,99 Proz. 

Etwas anderes war in dieser Versuchsreihe das Ergebnis der Pilo- 
carpininjektion, ich injizierte 1 mg Pilocarpin subkutan. Die Er- 
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Tabelle VIII. 5. Gripe 











Ver Datum | Versuchss | Zimmers |Temperatur Kérpere Hy O- CO» o B- 
— dauer temperatur | im Kasten gewicht Bildung Bildung Verbrauc 
NT € 
1924 Stdn. eS i g g g 
Die Versuche mit Adrenalin nai fide 
ll 16.VL 3,0 18 22 220,24 0,52 1,28 1,20 
4,0 18 23 214.64 0,83 1,84 1,72 
10 18 23 213,69 011 0.43 0.43 
12 18. VI. 2.0 19 25 221,62 0,44 0.88 0.87 
3,0 19 25 217,02 0,55 1,43 1.30 
1,0 19 25 216,34 0,12 0,44 0.42 
2.0 19 24 216,20 0.27 0.82 0,77 
13° (20. VI. 2.0 19 25 213.04 0,35 0.77 0.67 
3,0 19 26 208,74 0,96 1,37 1,25 
1,0 19 25 207,66 0,19 0,45 0.40 
1,0 19 26 207,42 0,25 0,50 0.48 
14 | 25. VI. 30  §©§5>6'8 23 223,27 0,44 1,28 1,19 
| ft < 22 218,14 0,48 144 1,38 
10 18 23 217,60 0.15 0,47 0.46 
15 | 30. VI. 3,0 19 25 240,31 0,49 1,26 1,19 
30 | 2 | 2 | 287,04 0.65 1.45 143 ff 
10 | 21 26 236,37 0.17 0.43 039 § 
10 21 | 2% 235,16 0,10 0,45 0,42 
16 3. VII. 2,0 2 24 241,75 0,45 0.83 0,79 
30 | 2 26 238,19 0,30 1,77 1.76 
10 so 26 237,88 0,18 0,60 0.52 
10 20 25 237,62 0,11 0,46 0.46 
17 7. VIL. 30 § 2% 25 248,57 0,52 1,21 117 
30 | 20 25 243,59 0,75 151 1.46 
10 | 2 25 242.79 0,15 0.49 0.48 
~ i-®? 25 242 63 0,14 0,45 0.44 
8) 9<VI 835 | 20 25 24805 0,39 1,39 1.36 
3.0 20 25 242 64 0,03 1,42 1,32 
10 20 25 242.51 0,25 0,47 0.47 
1,0 20 25 242 28 0,15 0,46 044 
19 »=:15. VIL. 3.0 22 27 250,58 0,67 1,26 1.21 
3,0 23 26 247,16 0,68 1,64 1,62 
ae 26 246,46 0,30 0,86 0,82 
Die Versuche mit Pilocarpngj "® 
20. »«11. VII. 3,0 2 | © 243,77 062 | 1,22 117 
| 40 20 | & 241,41 0,50 1,97 1.85 
21 #17.V0.) 30 21 | 2 252.46 0,42 1,15 Ll 
4.0 22 26 | 249.57 0,58 1,93 18! 
} | | 
22. «19. VII. 40 20 | © 248 46 0,54 180 | 173 

















Zusammenwirken von Schilddriise und Nebenniere usw. 
. Grupos! .anzgefarbte Ratte (Mannchen). 
CO Ox Steigerung Suigoens Steigerung 
J Respir Bildung Verbrauch —Kaljoriens J 2° 2° der 
Oy , Bildung pg ym ra nee 
re rationss | pro kg und | pro kg und bild k d) Kalorien- Bemerkungen 
Verbrauc quotient | Stunde Stunde — ars An Fy sa a Fy bildung 
7 | g | g | Cal | Proz. | Proz. Proz. 
alin naageder Operation (11. VI. operiert). 
1.20 0,775 1,937 1,816 6,15 — —_ Nuchtern 
=9 0,777 2,143 2,003 681 | 10,63 10,30 10,73 0,1. mg Adrenalin 
0:43 0,725 2,012 2,012 6,78 | 3,87 10,79 | 10% | = 
0.87 0.735 1,985 1,963 6,62 —_— _- — Niichtern 
1.30 0,799 2,196 1,997 681 10,63 1,73 2.87 0,1 mg Adrenalin 
0.42 0,761 2,034 1,941 657 | 247 |—112 | 075 om 
0.77 0,774 1,896 1,781 6,04 | —448 9,27 8,76 
0.67 0,835 1,807 1,573 5,41 oo — — Niichtern 
125 0,796 2,188 1,996 6,81 21,08 26,90 25,90 | 0,1 mg Adrenalin 
0.40 0.817 2.167 1,926 6,60 19,92 22.45 22'01 cubkuten 
0.48 0,757 2,411 2,314 7,84 33,42 47,12 44.95 
1.19 0,781 1,911 1,777 6,05 — —_ — Niichtern 
1.38 0,758 2,200 2,109 7,14 15,12 18,69 18,21 Adrenalin 
0.46 0,742 2,160 2.114 7,13 13,03 18,97 18,05 subkuten 
1.19 0,769 1,748 1,651 5,60 “= _ — | Niichtern - 
1.43 0,737 2,039 2,011 6,78 16,65 21,81 21,07 || 0,1 mg Adrenalin 
0'39 0,800 1,819 1,650 5,63 4,06 | —0,06 0.54 subkuten 
0.42 0,778 1,914 1,786 6,07 9,50 8,18 8,39 
0.79 0,763 1717 1,634 5,53 —_ — — | Niichtem 
176 0,731 2,477 2,463 8,29 44,27 50,74 49,88  0,2mg Adrenalin 
052 0,838 2.522 2.186 7,52 46,89 33,78 35,96 , = 
0.46 0.725 1,936 1,936 6,50 12.76 18,48 17, 53 
1.17 0,751 1,623 1,569 5,30 — —_ _— | Niichtern 
1.46 0,751 2,066 1,998 6,75 27,30 27,34 27,34 | 01 Adrenalin 
0'48 0,742 2018 1,977 6,67 24.34 26.00 | 25,83 | subkutan 
044 0,743 1,855 1814 6,12 14,30 15, 62 15,46 
1.36 0,742 1,601 1,567 5,29 — — — Nuchtern 
1,32 0,781 1,943 1,806 6,14 21,36 15,26 16,08  0,03mg Adrenalin 
0.47 0,725 1,938 2.021 6.80 21,05 28,98 28,57 cubkuten 
044 0,759 1,899 1,816 6,15 18,61 15,90 16, 27 
121 0,756 1,676 1,610 5,45 — —_ — Nuchtern 
162 0,735 2,212 2,185 7 7.37 31,98 35,72 35,22 | 0,05mg Adrenalin 
0:82 0,762 1,745 1,664 5,63 4.12 3,35 3,30 subkutan 
locarpm nach der Operation. 
117 0.757 | 1,668 1,600 5,42 — — ow 
1.85 0.774 | 2,040 1,916 6.50 22,30 19,75 19.93 fag Saye 
Ll 0,753 ! 1518 1,466 4.95 = — — Nichtern 
8 0,775 1,933 1,813 6,16 27,33 23,68 2442 10 baug SReaniyie 
utan 
0,756 1811 1,741 5.) _ —_ — 10a Plcengin 


1,73 


bkutan 
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héhungen des Grundumsatzes waren 4 Stunden nach der Injektion 
am normalen Tiere recht gering, der Kohlensaurebildung 3,25 Proz., 
des Sauerstoffverbrauchs 2,62 Proz., der Kalorienbildung 2,63 Proz. 
Hingegen betrug nach der Operation die Steigerung der Kohlensiure- 
bildung 7,1 Proz., des Sauerstoffverbrauchs 5,35 Proz. und der Ka- 
lorienbildung 5,47 Proz. Hier liegt die Steigerung zugunsten des Tieres 
ohne Schilddriise. Aber in dem nachsten Versuch kehrt sich die Sache 
um, da ist die Erhéhung am normalen Tiere 4 Stunden nach Injektion 
von 1 mg Pilocarpin fiir die Kohlensiurebildung 15,48 Proz., fiir den 
Sauerstoffverbrauch 16,28 Proz. und die Kalorienbildung 16,12 Proz. 
Hingegen betrugen nach der Exstirpation der Schilddriise die Er- 
héhungen fiir Kohlensiure 10,25 Proz., fiir Sauerstoffverbrauch 
10,02 Proz. und fiir die Kalorienbildung 10,34 Proz. In diesen Fallen 
entsprechen die Ergebnisse dem, was man erwarten wiirde, wenn die 
Lehre zutrifft, daB das Fehlen der Schilddriise das ganze autonome 
Nervensystem in seiner EinfluBfaihigkeit herabsetzt. Warum das in 
den voraufgegangenen Versuchen nicht zum Ausdruck kam, entzieht 
sich meiner Beurteilung. 

Sehr demonstrativ ist schlieBlich der Versuch an der anderen 
Ratte, wo nach den ersten 3 Stunden nach Adrenalininjektion am 
normalen Tiere die Erhéhung der Kohlensiiurebildung 51,58 Proz.. 
diejenige des Sauerstoffverbrauchs 47,45 Proz., der Kalorienbildung 
48.03 Proz. betrug. Die gleiche Adrenalinmenge erzielte am gleichen 
Tiere nach der Entfernung der Schilddriise nur eine Steigerung der 
Kohlensaurebildung um 16,1 Proz., des Sauerstoffverbrauchs um 
16 Proz., der Kalorienbildung um 16,22 Proz. In der vierten Stunde 
nach Adrenalin betrugen am normalen Tiere die Steigerungen der 
Kohlensaurebildung 52,43 Proz., des Sauerstoffverbrauchs 47,28 Proz. 
und der Kalorienbildung 58,54 Proz. Nach Exstirpation der Schild- 
driise waren die Erhéhungen nur 19,4 Proz., 18,06 Proz. und 18,36 Proz. 
Auch in der fiinften Stunde nach der Injektion betrug beim schild- 
driisenlosen Tiere die Erhéhung der Kohlensiurebildung 17,36 Proz., 
des Sauerstoffverbrauchs 16,61 Proz., der Kalorienbildung 19,43 Proz. 
Alle die zuletzt besprochenen Versuche dieser Reihe wurden bei sub- 
kutaner Injektion ausgefiihrt, und sie zeigen keinen EinfluB der Zeit 
auf das Ergebnis, so daB schon hieraus erfolgt, daB die Unterschiede 
nicht Unterschiede der Resorptionsgeschwindigkeit, sondern Unter- 
schiede der Anspruchsfahigkeit sind, indem bei intramuskularer und 
bei subkutaner Injektion genau die gleichen Unterschiede sich heraus- 
stellen. 

Wie sehr die Erscheinungen, welche man beobachten kann, von 
der Dosierung abhiingen, das zeigen die beiden anderen Versuche, 
wo ich einmal 0,2 mg Adrenalin und das andere Mal 0,03 mg Adrenalin 
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injizierte. Die Wirkung von 0,2 mg ist so stark, dab die Unterschiede 
sich verwischen. Hingegen werden sie wieder deutlich bei Injektion 
von 0,03 mg Adrenalin. Eine Ubersicht tiber meine Resultate liefern 
auch die nachfolgenden kurvenmaBigen Darstellungen. 
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Die Versuche, iiber welche ich berichtet habe, haben in mannigfach 
abgeiinderter Methodik zeigen kénnen, daB die Wirkungsstirke unter 
sonst gleichen Bedingungen von der Schilddriise abhingt. Denn die 
Entfernung der Schilddriise bewirkt, daB die Steigerung des Grund- 
umsatzes durch Adrenalininjektion bei Ratten auBerordentlich sich 
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vermindert. Andererseits veranlaBt die Fiitterung mit Schilddriisen- 
tabletten eine ungemeine Steigerung der Wirksamkeit von Adrenalin 
auf den respiratorischen Grundumsatz. Selbst bei Fiitterung mit Schild. 
driise kommt auch der Unterschied zwischen einem normalen und 
einem schilddriisenlosen Tiere zum Ausdruck, indem am schilddriisen- 
losen Tiere, welches mit Schilddriise gefiittert wird, zwar die Steigerung 
nach Adrenalininjektion gréBer ist als beim nicht behandelten schild- 
driisenlosen Tiere, aber ungleich viel kleiner als beim normalen Tiere. 
Durch diese Versuche sind neue Beweise fiir die Lehre erbracht worden, 
daB die Wirksamkeit des Adrenalins im tierischen Organismus ab- 
hangig von der Schilddriise ist und in einfachster Weise diese Ab- 
hangigkeit sich so formulieren lat, da das innere Sekret der Schild- 
driise die autonomen Endstatten, an denen das Adrenalin angreift, 
aktiviert. Durch diesen Nachweis werden auch die mit anderen Methoden 
gewonnenen Erfahrungen von Aktivierung des Adrenalins durch Schild- 
driisensekret gestiitzt, wihrend die Versager, d.h. Nichtgelingen des 
Nachweises dieser Beziehung, auf Momenten der Versuchsanordnung 
beruhen miissen. Denn die Ergebnisse der Stoffwechselversuche kénnen 
nicht durch diejenigen Bedingungen verwischt werden, welche sehr 
wohl Schwankungen in feineren Reizversuchen zeitigen kénnen. 

ZusammengefaBt, sind die Ergebnisse meiner Versuche nachfolgende : 

1. Es wurde die Methode des respiratorischen Grundumsatzes 
herangezogen, um die Beziehungen zwischen der Schilddriise und 
Adrenalinwirksamkeit weiter aufzuklaren. 

2. Bei normalen Ratten steigert die subkutane und intramuskulare 
Injektion von Adrenalin den Grundumsatz sehr stark. 

3. Nach Entfernung der Schilddriise bewirken die gleichen 
Adrenalinmengen eine sehr viel kleinere Erhéhung des Grundumsatzes. 

4. Fiitterung von Ratten mit Schilddriisentabletten bewirkt eine 
auBerordentliche Steigerung des Grundumsatzes nach Adrenalin- 
injektion. Diese Steigerung ist auch bemerklich bei Tieren ohne Schild- 
driise, aber sie ist geringer, als bei normalen Tieren. 

5. Es lieB sich durch genaue zeitliche Versuche beweisen, dab die viel 
geringere Wirkung von Adrenalin auf die Umsatzsteigerung schilddriisen- 
loser Tiere nicht auf einer verlangsamten Resorption des Adrenalins beruht. 

6. Diese Ergebnisse, gewonnen an sicheren Stoffwechselversuchen, 
sind neue Stiitzen fiir die Lehre, dai das Schilddriisensekret ein 
Aktivator des parasympathischen und sympathischen Nervensystems 
ist, eine Lehre, die nicht dadurch geandert wird, daB die Aktivierung 
von Adrenalin, wie wohl auch von anderen pharmakologischen Stoffen, 
durch die Schilddriise keine streng spezifische ist. Im tierischen Orga- 
nismus kommt jedenfalls in erster Linie die Schilddriise in Betracht. 





——— 





Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 
Leon Asher. 
Nr. 72. 


Untersuchungen iiber den Einflu6 der Nebenniere 
auf den respiratorischen Grundumsatz. 


Von 
Kimio Nakayama. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Bingegangen am 8. Januar 1925.) 


Es besteht wohl ausgesprochen und unausgesprochen die Meinung, 
daB die Nebenniere einen sehr groBen EinfluB auf den Stoffwechsel 
habe. Ja fiir gewisse Seiten des Stoffwechsels, insbesondere des Kohle- 
hydratstoffwechsels, scheint man der Nebenniere eine gréBere Rolle 
zuschreiben zu wollen, als auf Grund der experimentellen Erfahrungen 
gestattet ist. Unsere Kenntnisse tiber den EinfluB der Nebenniere 
auf den respiratorischen Stoffwechsel sind deshalb so fragmentarisch, 
abgesehen von einigen bemerkenswerten Ausnahmen, unter anderen 
den Arbeiten von Boothby und Sandiford'), weil die meisten Tiere die 
Entfernung nur auBerordentlich kurze Zeit iiberleben. Eine Ausnahme 
macht bekanntlich die Ratte, welche schon mehrfach im Berner physio- 
logischen Institut zur Untersuchung der Nebennierenfunktion gedient 
hat und deren Heranziehung zu Av.fschliissen tiber die Funktion der 
Nebenniere gefiihrt hat, die man mit anderen Versuchstieren nicht 
erhalten kénnte. Ich erinnere an die Reproduktion eines Kardinal- 
symptoms des Morbus Addison, welche Asher und Mauerhofer ge- 
lungen ist”), sowie an den Nachweis von giftigen Stoffen in der Musku- 
latur nebennierenloser Tiere durch Asher und Erni*). 


1) Boothby and Sandiford, Amer. Journ. of Physiol. 50, 463, 1922. 
*) Mauerhofer, Zeitschr. f. Biol. 74, 147, 1922. 
3) M. Erni, ebendaselbst 78, 315, 1923. 
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Auf Anregung von Prof. Asher habe ich mit den bekannten Methoden 
des Berner physiologischen Instituts Untersuchungen iiber den respira- 
torischen Grundumsatz nebennierenloser Ratten, die ich vorher auf 
ihren normalen Grundumsatz hin gepriift habe, angestellt. Ferner 
habe ich vergleichend die normalen und die nebennierenlosen Ratten 
durch verschiedene Eingriffe stoffwechselphysiologischer Natur beein- 
fluBt, insbesondere solche, welche den Kohlehydratstoffwechsel betreffen. 

Alle zum Versuch dienenden Ratten habe ich mit Brot und Milch 
gefiittert und vor dem Versuch iiber 16 Stunden hungern lassen. Nach 
der von Takahashi beschriebenen Kontrollmethode von Asher!) habe 
ich stets Kontrolltiere im Parallelversuch stehen gehabt, und zwar 
wurden die Kontroll- und die Versuchstiere in gleicher Zeit und mit 
gleicher Dauer unter genau gleichen Bedingungen untersucht. 

Bei den Zuckerversuchen wurden die Ratten nach Einfiihrung 
der Zuckerlésung mit Hilfe einer in die Mundhohle eingefiihrten Kaniile 
sofort in den Kasten gesetzt und meistens stundenweise untersucht. 
Die gewogenen Zuckermengen wurden in 3 bis 4ccm warmen Wassers 
gelést. 

Zuerst habe ich die normalen Tiere untersucht, dann nach ein- 
seitiger Nebennierenexstirpation, sodann nach zweiseitiger Nebennieren- 
exstirpation. 

Um die Berechnung meiner Versuche unter Benutzung der Kontroll- 
methode (gleichzeitige Untersuchung eines Kontrolltieres) klarzumachen, 


bringe ich folgende Ausfiihrungen iiber die Berechnungen der prozentischen 
Steigerung. 

1. Die prozentische Steigerung des Ruheumsatzes nach der einseitigen 
und doppelseitigen Entfernung der Nebennieren werden mit dem Ruhe- 
umsatz vor der Operation verglichen. 

2. Die prozentische Steigerung in den Versuchen mit Rohrzucker 
und Livulose wird mit dem Ruheumsatz nach der doppelseitigen Ex- 
stirpation vergleichend ausgerechnet. 

{—)-Zeichen in der prozentischen Steigerung bedeutet Verminderung. 

Bei dem Kontrolltiere sind die Zahlen, welche in Klammern gesetzt 
sind, unter der Beriicksichtigung von den Kontrollresultaten ausgerechnet. 
Wahrend einer langen Versuchszeit sinkt der Ruheumsatz immer allmahlich 
ab, besonders in dem ersten bis zweiten Monat am deutlichsten. Dem- 
nach habe ich wie nachfolgend berechnet: 


Rubeumsatz (Kontrolle n. d. r. 
: 





tirpation) 
: : Ruheumsatz n. d. r. Neben- 
Ruheumsatz v. d. ration (Kontrollitier) a . ; Vv 
(Versuchstier) *‘ Ruheumsatz (Kontrolle v.d. Opes ee 1 \ -" 


ration) (Kontrolltier) 


Ruheumsatz n. d.r Nebennieren- RKuheumsatz n. d. r. Nebennieren: 


exstirpation (ohne Klammer) X  exstirpation (mit Klammer) Proz. sipeens 
(Versuchstier) _(Versuchstier) lies < 100 = n. d, r. Nebens 
Ruheumsatz n. d. r. Nebennierenexstirpation (mit Klammer) ~ mierenexstirpat. 


(mit Klammer) 


1) Y. Takahashi, diese Zeitschr. 145, 130, 1924. 





—_— "oa "tae: = 


ee 
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z. B. 
1,944 
2,294. = 8 
294 2373 (1,879) 
2,331 — 1,879) . 100 4 : 

i rt = (24,06 Proz.) (1. Gruppe. Riickengefiirbte Ratte). 

4 Reheat Da yr 

oppelseitigen Exstirpation) (Kon- 

Rubeumsatz v. d. Operation , trolitier) om ay 6 fa’ 
(vermmenatiog Ruheumsatz v. d. Operation Klameanee) (Versuchstier) 


(Kontrolitier) 


Ruheumsatz n. d. doppelseitigen 


Rubeumsatz n. d. Exstirpation x  Exstirpation (mit Klammer) Proz. Steigerung 


(ohne Klammer) (Versuchstier) (Versuchstier) n. d. doppelseit. 
1” = Exstirpation 
Ruheumsatz n. d. doppelseitigen Exstirpation (mit Klammer) (Versuchstier) 
(Versuchstier) (mit Klammer) 
z. B. 
1,817 
2,204. 7: 1,757 
2,373 ( 4 


1,957 — 1,757 


1757 - 100 (11,38) Proz. (1. Gruppe. Riickengefarbte Ratte). 


Tabelle I gibt die Werte be‘m Kontrolltier, und zwar den Ruhe- 
umsatz wihrend der Zeit, wo das eigentliche Tier nicht operiert wird, 
sodann den Ruheumsatz in der Periode, in welcher beim Versuchstier 
die Untersuchungen nach doppelseitiger Entfernung angestellt wurden, 
und schlieBlich die Periode, in welcher das Versuchstier nach doppel- 
seitiger Exstirpation Rohrzucker erhielt. In dieser Periode erhielt 
auch das Kontrolltier vor jedem Versuch 3 g Rohrzucker. In Tabelle I 
bringe ich die Versuche am Versuchstier, welches den schon gesagten 
Versuchseingriffen unterzogen wurde. 

In Tabelle III bringe ich die Ergebnisse der Versuche an einem 
neuen Kontrolltier, wo auBer den schon gesagten Versuchseingriffen 
noch die Zufuhr von Lavulose (Praparat von Merck) untersucht wurde. 
Zum Verstindnis wiederhole ich, daB dieses Kontrolltier natiirlich 
stets im Besitz seiner Nebennieren war, aber gleichzeitig mit dem 
nebennierenlosen Tiere mit der gleichen Versuchsanordnung in einer 
gleichgestalteten Respirationskammer untersucht wurde. 

In Tabelle IV teile ich die Versuche mit, welche an einem dieser 
Tiere angestellt wurden, welches der Nebennierenexstirpation unter- 
zogen wurde. 

In Tabelle V werden die Versuchsergebnisse an einer weiteren 
Ratte mitgeteilt, welche gleichfalls der Nebennierenexstirpation unter- 
zogen wurde, 

Tabellen VI und VII bringen die Zusammenfassung tiber samtliche 
Versuche. 

Aus der zusammenfassenden Ubersicht ergibt sich, daB infolge 
der doppelseitigen Entfernung der Nebennieren der Ruheumsatz ent- 
weder sinken kann oder nur um ein Geringes sich vermindert. Namentlich 
dann, wenn man die operierten Tiere mit den gleichzeitig untersuchten 

















416 K. Nakayama: 
Tabelle 1. 1. Grin 
Vers Versuchs. Zimmers Temperatur Korpers H,O- CO 
Datum 
suchs+ dauer temperatur im Kasten gewicht Bildung Bildung 
Nr. 
1923— 1924 Std. °C °C g zg g 
Ruheumsatz 
l 24. X. 3.5 18 23 148,95 0,84 115 
2 26. X. 3,0 19 24 152,99 0,95 Ll 
3 29. X. 3,0 18 23 160,90 0.59 15! 
4 31. X. 3,0 17 24 159,01 0.29 116 
5 L XL 3.0 17 23 153,14 0.56 126 
6 3. XI. 3,0 17 23 155,35 0,57 1.14 
so 6. XI. 3,0 18 24 161,41 0.38 110 
s 8. XL. 3,0 17 24 151,79 0.31 ll4 
9 9. XT. 3,0 17 24 167.63 0,29 1.06 
10 13. XI. 3,0 16 22 160,02 0.38 1.24 
ll 17. XL. 3,0 18 23 164,94 0,67 1.05 
12 20. XI. 25 17 25 169,34 0,37 0.88 
13 21. XI. 3.0 17 25 166,98 0.53 1.06 
Kontrolle des Ruheumsatzes nach de 
14 26. XL. 3,0 17 24 178,75 0.55 10] 
15-9. XL. 3.0 7 | @ 179.63 0:76 Vil 
16 1, XI. 3.0 17 26 181,37 0.49 1,28 
17 4X11 3.0 7 | 3 186,72 0'33 0:99 
18 5. XIT. 3,0 17 23 186,77 048 107 
19 6, X11. 25 17 24 188,21 0.37 0.89 
20 ym ie 3,0 17 | 25 181,60 043 1,00 
21 8. XII. 3,0 16 | 23 182,12 0.45 1,05 
22 10, XTT. 3,0 17 23 187,00 0,43 1.05 
Kontrolle des Ruheumsatzes nach 
23 13, XII. 3,0 18 24 193,30 0,53 1,05 
24 14. XTT. 3,0 17 24 192.67 0.55 1.03 
25 15. XII. 3,0 17 24 191,60 0,60 1.0] 
26 17, XI. 3,0 18 26 186,70 | O61 1.06 
27 18, XIT. 3,0 17 24 190,15 0.37 1.04 
28 19. XTI. | 3.0 18 24 187,77 | 0,55 1.08 
29 21. XII. 3,0 18 | 25 197,85 051 1,10 
30 | 22. XIT. | 3,0 17 24 187,28 0.35 1.00 
Kentrolle des Rohrzuckerversuches nach 
31 17. 1. 1.0 17 25 247.83 0.24 051 
10 7 25 247,53 0,26 0.52 
32 23. I. 2.0 17 23 149.48 0,37 0.9) 
1,0 17 23 249,11 0,24 O47 
33 30. I. 3,0 15 25 251,05 0.65 1.36 
| 25 18 26 250,05 0,42 116 
34 1. II. 3,0 18 26 245,46 0.80 148 
35 5. IT. 3,0 16 24 259,65 044 | 1.19 





ach der 


10] 
11) 
128 
0.99 
107 
O89 
1.00 
1.05 
1.05 


1.05 
1.03 
1,01 
1.06 
104 
1.038 
1,10 


1.00 


Ss nach 


051 
0.52 
Oo) 
047 
1.36 
1.16 


148 
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Respira- 


tionss 


quotient 


er Operation. 


0.767 
0.761 
0.736 
0.773 
0.750 
0.753 
0.747 
0.746 
0.755 
O.757 
0.763 
0.743 
0.740 


co, O» 
Bildung Verbrauch 
pro kg und pro kg und 
Stunde Stunde 
~ & 
2.206 2.091 
2.417 2,308 
3,126 2,065 
2.431 2,285 
2.743 2,656 
2.446 2,360 
2,272 2,210 
2.504 2,438 
2,107 2,028 
2.583 2,479 
2,122 2.02] 
2,079 2.031 
2,116 2,076 


der linken Nebenniere. 


0.764 
O.754 
0.762 
0,719 
0.733 
0.779 
O.757 
0.763 
0.763 


0.748 
0.788 
0.798 
0,725 
0.787 
0,725 
0,791 
0,798 


0,823 2.058 
0.839 2.101 
0.725 1.824 
0.759 1.887 
0.890 1.806 
0.806 1.856 
0,808 2010 
0,920 1,528 
Bi + 7 se. 


1,884 


2.060 
2,353 


1,767 


1,910 
1,892 
1.836 
1,922 
1,872 


1811 


1,782 





1.750 
1,986 
2,242 
L785 
1.892 
1,764 
1762 
1.830 
1.783 


er doppelseitigen Entfernung der Nebennieren. 


1,759 
1,644 
1,601 
1,893 
1,683 
1,829 
1,709 
1,620 


er doppelseitigen Entfernung der Nebennieren. 


1816 
1818 
1.824 
1.806 
1.474 
1,328 
1.806 
1,207 


hrift Band 155. 


Mittelwert Mittelwert 


pro kg und pro kg und 
Stund 














Bemerkungen 


Nuchtern 


Nuchtemn 


Nuchtern 


Vor jedem Ver- 
suche 3,0g Rohr. 
zucker gegeben 
(per os) 
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Tabelle IT. 














Ver . Versuchss Zimmer- Temperatur Korper- H, O- 
suchs- _— dauer temperatur im Kasten gewicht Bildung 
Nr. 
1923—1924 Std. °C °C g 
Ruheumsat, \ 
] 24. X. 3,5 18 23 193,66 0.56 154 ! 
2 26, X. 3,0 15 24 192,28 0,68 145 | 
3 29, X. 3,0 18 24 196,45 0,36 150 , 
4 31. X. 3,0 18 25 1909.27 | 030 136 1 
5 1. XI. 3,0 17 24 182.76 0.34 120 | 
6 3. X1. 3,0 17 24 199,23 0,22 133 1 
7 6. XI. 3,0 is | 2% 187,80 | 037 I 0 
8 8. X1. 3,0 17 24 191,93 0,20 134 1. 
9 9. XI. 3,0 17 24 188,51 0,28 135 l, 
10 13. XT. 3,0 16 23 199,15 0,26 14 I. 
ll 17. XI. 3,0 18 25 198.34 046 135 L 
12 20. XI, 2.5 7 | 2 197,93 | O17 10 0. 
13 21. XI. 3.0 17 26 194,81 0.38 120 I, 
Ruheumsatz nach der Enfernu 
14 28. XI. 3,0 17 26 198,57 0,49 1.62 1. 
15 29. XI. 3.0 17 24 194,52 OAT 154 l. 
16 1. XII. 3.0 17 26 192,20 0,52 1.12 l, 
17 4. XII. 30 «(Cl 17 25 193,44 0,34 1,32 l. 
18 5. XII. 3,0 17 | 25 188,07 0.33 119 l, 
19 6. XI. 25 7 | 18780 O25 aT l' 
20 7. XII. 30 | 17 25 184,77 0,32 1,22 1, 
21 8. XIT. 3.0 16 25 183,33 0.57 1,33 lL. 
22 10, X11. 3,0 17 26 187.51 0,27 130 l, 
Ruheumsatz nach der doppefheitig 
23 13. X11. || 3,0 18 25 175,58 0.52 0.98 0! 
24 14.X1T, | 3,0 17 25 178,85 0,34 0.98 0) 
25 15. X11, 3,0 16 26 181,94 O41 OM Os 
26 17. XII. 3,0 17 25 185,52 0.87 1 ik 
27 18. XIT. 3.0 17 26 188,20 0,26 Oo] Os 
28 i9 XII. 3,0 18 25 186,74 039 1.02 0s 
29 21. XIT. 3,0 17 25 188,33 0.20 O08 Os 
30 22. X IT. 3,0 18 26 189,83 0.38 1.03 Lf 
Rohrzuckerversuch nach derfidopp 
31 |) 17.1 1,0 M7 25 | 263,58 0,14 052 0,4 
. 1,0 17 26 «=| «263,35 0,12 052 0,4 
32 23. I. 2,0 17 25 | 267,71 0,44 0,99 0,8 
10 17 25 | 267,11 0,22 0.52 04 
33 30, I. 3,0 16 26 | 268,28 0,32 137 1 
25 18 25 | 267,55 0.58 1.18 0,8 
34 1. If, 3,0 18 25 262,03 0.389 136 I] 
35 5.11. 3.0 16 26 } 272,18 0.30 142 1,0 








Satz y 
14 
145 
| Mw 
136 

120 
o 


OSs 
ous 
ud 
l mm 
ol 
1,02 
ie) 
103 








KinfluB der Nebenniere auf den respiratorischen Grundumsatz. 419 


kengefarbte Ratte (Miinnchen). 

















tu 
. . Mittelwert Mittelwert 
; CO Og Mittelwert my 
R . rt ae der COgs s Oge 
— A = * bas mye! des Respi- Bildung Verbrauchs — 
Verbraueb | Gene P Stunde Stunde rations. | PFO. kg und pro kg und merkungen 
quotient quotienten Stunde Stunde 
8 & 2 2 & 
jer Operation, 
| 44 0.777 2.272 2,125 
1.40 0,752 2511 2.424 
1.49 0.731 2,544 2,527 
1.28 0,772 2.383 2,242 
124 0,756 2.353 2.262 
1.28 0.755 2,225 2,142 
0.99 0,770 1.864 1,757 0,760 2,294 2,193 Niichtern 
1.24 0,785 2.327 2,154 
1,28 0,766 2.387 2.263 
1,39 0,763 2.444 2.327 
1.28 0.766 2,270 2,152 
0.99 0.741 2,041 2,001 
1,25 0,750 2,207 2.139 
ernung der linken Nebenniere. 
149 0,790 2,719 2.501 Am 23. XL. linke 
135 0,829 2.639 2.313 an a a 
1.06 0.768 1,942 1.838 
1,22 0,786 2.275 2.102 
115 0,752 2.109 2 038 0,786 2.331 2,155 Nuchtern 
1.03 0.783 2.364 2,194 
116 0,764 2,204 2,093 
1.23 0.786 2.416 2 236 
1,17 0.807 2311 2.080 
‘itigen Nebennierenentfernung. 
0.93 0.766 1,830 1,737 Am 11. XI. 
0,88 0,768 | 1,733 1,840 —— 
0.91 0,750 1,722 1,667 a 
0.95 0,765 797 7 " 
a pg a on 0.845 | 1,957 1,682 Niichtern 
0.97 0.764 1821 1,732 
0.91 0,780 1,735 1611 
1,04 O719 1.809 1.826 
doppelseitigen Nebennierenentfernung. 
0.43 0.3879 1.973 1,631 
0,43 0879 | 1,975 1,633 
0.83 0 867 1849 1,550 
. om, Peo v. Vor jedem Ver 
043 0,879 1.947 1.610 0.898 1.835 1.485 such 3.0g Rohr 
1,09 0.913 1,702 1364 ais = ’ zucker gegeben 
0.84 0,997 1,764 1,256 (per os) 
119 0.830 1,730 1514 
1.09 0,946 1,739 1.335 


28* 
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Tabelle 11]. 4. Gry 
Ver- Versuchss Zimmer Temperatur Kérper- H,O- CO 
Datum 
suchss dauer temperatur im Kasten gewicht Bildung Bildung 
Nr. 
1924 Std. °C °C 8 g 
Ruheumsatz vor do 
l 4.1. 3,0 14 24 118,36 0,14 0.75 
2 im 2.5 14 24 118,23 0.25 O84 
3 9. T. 3.0 16 26 123.89 0,16 O85 
4 11. 1. 2.5 16 25 128,42 0,28 0.79 
5 12. I. 3,0 16 25 130,79 0,28 0.94 
6 14. I. 3,0 16 25 127,80 0,33 0.95 
7 16, I. 3,0 16 24 135,05 0,29 O97 
8 oe. oe 3,0 18 26 134,21 0,48 0.95 
9 18. 1. 3.0 16 25 130,50 0,44 0.9 
10 19. 1. 3,0 18 24 133,05 0.45 0.93 
ll 21.1. 3.5 16 25 133,09 0,38 0.80 
12 25. I. 3.5 17 24 249.05 0,76 1.49 
Ruheumsatz nach der Entfernyy 
13 1. I. 3,0 18 26 157,22 0,24 1.04 
14 2. II. 2.5 17 26 156.34 0.35 083 
15 5. U1. 3,5 16 25 154,31 0,40 1.13 
16 6. II. 3.5 16 24 153,40 0.45 1.10 
17 7. 11. 3.5 19 26 148.44 0,32 1.06 
Ruheumsatz nach der Entfernuy 
18 11. 11. 3,0 17 24 149,20 0.34 0.99 
19 12. IT. 3,0 17 24 149.85 0.39 0.92 
20 13. II. 3,0 18 26 145,11 0.30 O88 
21 15. IT. 3,0 17 25 149.78 0,29 O87 
22 18. IT. 3.0 18 26 148,60 051 0.88 
23 20. II. 3.0 17 24 151,85 0.68 0% 
24 21. II. 3.0 17 24 150.77 0.60 0.92 
25 23. II. 3.0 16 25 156,46 0.34 0.99 
26 6. IT 3.0 17 23 152,00 0.28 O89 
27 8. ITT. 3.0 14 23 151,78 0.35 0.89 
28 21. IIT. 3,0 13 2: 157,50 0.27 1,06 
29 22. ITT. 3,0 14 23 157,20 0,29 1,00 
30 24. ITT. 25 13 23 153,53 0,27 O08] 
Die Versuche mit Rohrzucker nai 
31 | 28. II 1,0 17 26 157,55 012 | 040 
| 1,0 17 25 | 157,33 O16 | 05) 
| 10 17 26 157,02 | 0,13 048 
32 10. | 25 17 25 156,38 0.34 0.85 
33 3.11L. | 10 15 21 | 15581 0,12 O44 
i 1,0 14 22 | 155,56 | 0,14 0.53 
I 1,0 14 23 | 155,28 0,14 0.52 
34 5.11. | 40 13 22 159,30 0,70 1,70 
Die Versuche mit Lavulose nach d 
35 11. IIT. 1,0 17 25 | 158,77 | 0,13 | O34 
2.0 18 26 | 158,61 | 0,22 | 0.67 
1,0 18 26 4 86| «(158,29 | = 0,17 0.43 
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Grupefi-hwarze Ratte (Mannchen). 
- Mittelwert | Mittelwert 

CO , CO, Ox Mittelwert *Ous ‘= 

, =—— es aig gen des Respi- SGuidung Sate 

Sildung TR\ erbrauch tions a ee - I+ rations» PFO kg und pro kg und Bemerkungen 

quotient wade Runde outta Stunde Stunde 
r} & 2 & 2 

Vor defi)peration (Kontrolle). 

0.75 0.75 0,725 2,112 2,112 

O84 0.79 0,772 2.842 2.673 

085 oso 0,772 2287 2.153 

0,79 0.72 0.797 2 461 2,243 

0.94 0.84 0,813 2.396 2.141 

0,95 0.9 742 2,47 2,426 on ene - , 

oo Boas 0758 «2304 B95, 8789-2877 2K Niche 
0,95 0.92 0,750 2.360 2,285 

0,90 082 0,797 2,299 2,095 

0,93 0.89 0,759 2,330 2,230 

0,80 0,75 0,775 2,404 2,254 

1.49 1.36 0,796 1,709 1,560 
tfernwefitier linken Nebenniere (Kontrolle). 

1,04 0.98 0,771 2,205 2.078 

O83 0,75 0,804 2,124 1,919 | 

1.13 1,08 0,760 2,092 2,000 |) 077 2,102 1,968 Nuchtern 
0 102 = 0783 20491900 | 

104 1,01 0.762 2,040 1,944 

fernusfibeider Nebennieren (Kontrolle). 

0,99 0,98 0,734 2,212 | 2,190 | 

0,92 0.89 0,751 2,047 1,980 

0,58 0,88 0,725 2,022 2,022 

O87 0.84 0,752 1,936 1,869 

0,88 0,84 0,761 1,974 1,884 

0.0) 0,86 0,760 1,976 1,888 

0.92 0,83 0,805 2,034 1,835 0,758 2,053 1,976 Nuchtern 
0.99 0.94 0,765 2,109 2,003 

0,39 0,87 0,743 1,952 1,908 

0,89 0.82 0,788 1,955 1,801 

1,06 1,03 0,748 2,244 2,180 

1,00 0,94 0,773 2,120 1,993 

0.81 0,78 0,754 2.110 2,032 

or néclfiler Nebennierenentfernung (Kontrolle). 

0,40 0,30 0,969 2.539 1,904 3,0 g Rohrzucker 
051 0,36 1,029 3,242 2,288 

0.48 0,36 0,969 3,057 2,293 

O85 0.74 0 7 8 F P 20 S 
01 ost Tost | 2824 | 1900 [7 98 | 2908-2180 agg! 
0,53 0,39 0,987 3,407 2,507 

0,52 0,42 0,899 3,349 2,705 | 

1,70 1,23 1,004 2,668 1,930 2.08 - 
ch dei Nebennierenentfernung (Kontrolle). 

0.34 031 0,797 2,142 1,953 

0,67 0,57 0,854 2,112 1,797 

0.43 0.34 0,919 2.717 2.148 
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Tabe I 
Ver eae Verruchs- Zimmer- | Temperatur Korper- H,O- Co, 
suchs- dauer temperatur im Kasten gewicht Bildung Bildung 
Nr. 
1924 Std. °C °c g 8 ‘ 

36 12. T11. 10 15 23 160,02 0,18 04) 
10 15 24 159.76 0,22 0.43 

10 15 2h 159,45 0,16 0.43 

10 5 24 159,20 0,14 O51 

37 14. LIL. 10 14 23 164.81 0,13 0.42 
10 14 23 164,65 0,18 0.38 

10 14 23 164,40 0,12 0.42 

10 14 23 164,21 0,22 051 

38 17. ILL. 10 15 22 161,66 0,15 0.53 
10 15 25 161,47 0,12 0,43 

10 15 25 16131 0,12 0.43 

1,0 l4 24 161,13 0,15 0.45 

3o 19. ILL. 1,0 i4 21 169,06 0,13 0.4] 
10 14 23 168,87 O15 0.39 

10 14 23 168,65 0,19 0.48 

15 14 23 168,43 O17 0.53 
Tabelle IV. 4. Grupyx 

Ruheumsatz \ 

l 41. 3.0 14 24 238,73 0,41 1,22 
2 7.1. 25 14 23 233,10 041 1,13 
3 9. 1. 3.0 16 24 248 80 0,39 11) 
4 11.1. 2.5 16 25 248,34 0,31 0.98 
5 12, 1. 3.0 16 25 247.51 0,56 1,19 
6 14. 1. 3,0 16 25 246,30 0,73 i 
7 16, 1. 3.0 16 24 252,65 0,75 1,1} 
8 17.1. 3,0 18 25 242,28 0,59 1,12 
9 18. 1. 3,0 16 24 245,37 0,56 116 
10 19. I. 3,0 16 24 240,85 0,58 115 
1] 21, 1. 2.5 16 25 245.57 0,37 0.99 
12 25. I. 35 17 24 249,05 0,76 149 

Ruheumsatz nach der Entfernwy 

13 1, Ui. 3,0 18 24 224,58 0,70 1,19 
l4 2. II. 2.5 16 27 220,79 0,45 1,02 
15 5. 11. 35 16 24 248,33 0,62 1,70 
16 6. LI. 35 16 24 239.51 0,55 157 
17 7.11 35 15 24 229,42 0,80 1,28 
Ruheumsatz nach der Entfernw 

18 11. I. 3,0 17 23 230,54 0,46 1,08 
19 12. I. 3,0 17 23 225,69 0,42 1,05 
20 13, UL. 3,0 Is 25 222,84 0,47 1,10 
21 15, 11. 3,0 17 24 230,11 0,40 1,06 
22 18, LI. 3,0 Is 25 228,89 0,74 1.07 
23 20, II. 3,0 17 23 242.53 1,02 1,20 
24 21. II. 3,0 17 24 235,05 0,59 1,22 
25 23. II. 3,0 16 23 231,90 0,40 1,09 
26 6, ILI. 3,0 14 21 215,26 0,62 116 
27 8. IIL. 3,0 14 20 221,34 0,48 115 
28 21. IIT. 3,0 13 19 238,03 0,50 1,38 
29 22. ITT. 3,0 14 20 236 62 0,47 142 


Ver 


der 


det 








04) 
0.43 
043 
O51 
042 
0.38 
0.42 
O05! 
0.53 
0.43 
043 
0.45 
0.4] 
0.39 
0.48 
0.53 


Tuppe 
atz \ 
] 22 
113 
11) 
0.93 
1,19 
117 
11! 
1,12 
116 
115 
0.09 
149 
ernung 
1,19 
1,02 
1.70 
1 57 


1.28 
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(Fortsetzung). 





COs 
0 Respira- Bildung 
Verbrauch tions. pro kg und 
’ S Stunde 
quotient 
8 2 
033 0,903 2,562 
0.34 0.919 2,692 
0.34 0,919 2,697 
040 0,926 3,204 
0,39 0,782 2,548 
0,31 0,890 2,308 
0,35 0,872 2,555 
0,43 0,862 3,106 
0,49 0,786 3,279 
0.39 0,801 2,663 
0.36 0.868 2,666 
037 0,884 | 2,793 
0,35 0,851 2,425 
0,32 0,875 2,310 
0,45 0,775 2,846 
0,42 O.917 2,098 


WeiBe Ratte (Mannchen). 
der Operation. 





114 0,777 1,704 
1,09 0,753 1,939 
1.01 0,798 1,487 
0.88 0,768 | 1,498 
114 0,758 1,603 
115 0,739 1,584 
1.06 0,761 1,465 
1,09 0,746 1,541 
1,07 0,788 | 1,576 
1,08 0,774 1,592 
0,94 0,765 1,650 
1,36 0,796 1,709 
der linken Nebenniere. 
115 0,752 1,766 
0,92 0,805 1,848 
1.58 0,782 1,956 
148 0,771 1,873 
1,22 0,762 | 1,594 
hbeider Nebennieren. 
1,06 0,740 1,562 
1,02 0,748 1,551 
1,09 0,733 1,645 
1,09 0,706 1,536 
1,06 0,733 1,558 
1,10 0,792 1,650 
115 0,771 1,730 
1,10 0,720 1,567 
1,13 0,746 1,798 
1,09 0,766 1,616 
1,32 0,759 1,933 
1,36 0,758 2,000 


Og 


| Verbrauch 
pro kg und 


| Stunde 


8 


2.062 
2.128 
2,132 
2.513 
2.366 
1,883 
2.129 
2.619 
3,031 
2.415 
| 2.232 
2.296 
2,070 
1,895 
2,668 
1,662 


Mittelwert Mittelwert 








Mittelwert der COs des Ous 
des Respi- aieuas i bag sp Bomesbungen 
lames ro kg un un 
as . Stunde a 
quotienten 
& + 
| ae, gion, Vor. 
Cd 6 - 9 su 0 vu. 
0.785 2.617 2,210 | — (Merck) = 
geben (per os) 
\ 0,769 1,612 1,522 Nuchtern 
| 
Am 29. I. linke 
| ae ent. 
t 
| 0,774 1,807 1,695 Nichtern 
Am 8. Il. rechte 
Nebennicre ent- 
fernt 
‘0.747 1,697 1,633 Nuchtern 














424 K. Nakayama: 
Tabe le} iyi Fo: 
Vere Versuchs- | Zimmers Temperatur | Kérper- H,0O- CoO 
Datum ; : 
suchs: dauer temperatur im Kasten gewicht Bildung Bildung BVerb 
Nr. 
1924 Std. °C ‘Cc 8 g g 
Die Versuche mit Rohrzux ker fipach 
30 28. II 1,0 17 25 226,78 0,20 0.42 0. 
10 17 24 226,56 0,14 0.43 0. 
1,0 17 24 226.36 0.13 0.48 0. 
31 1. ITT. 2.5 17 23 226,14 0,48 1.14 0, 
32 3. ITI. 10 15 20 217,57 0,16 0.56 0. 
1,0 14 20 217,28 0,13 052 0. 
| 10 14 20 217,04 0,19 0.49 0) 
33 5. ITI 4.0 13 20 228,21 0.83 2.27 L 
Die Versuche mit Liavulow Pract 
34 11. If. 1,0 17 23 231,22 0,21 0.40 0 
2,0 18 24 230,97 0.39 0.89 0 
10 18 24 230,44 0.16 0.54 0 
35 12. ITT. 1,0 15 20 230,94 0,35 051 0 
1,0 15 20 230,46 0,23 051 0 
1,0 15 22 230,11 0,30 041 0 
1,0 15 21 229,69 031 0,59 0 
36 14. III. 1,0 14 22 250,45 0,30 0.53 0 
1,0 14 22 250,01 0,19 0.57 0 
1,0 14 22 249.71 0,22 0.48 0 
1,0 14 22 249,35 0,28 0.57 0 
37 17. IIT. 1,0 16 22 246,45 0,39 0,59 0 
1,0 15 23 246,02 0,20 0,60 0 
1,0 15 22 245,78 0,25 0,58 0 
| 1,0 14 23 245,49 0,16 0,56 0 
38 | 19, IIT. 1,0 14 22 238,36 0,25 0.48 0. 
1,0 14 23 238,04 0,27 0.54 0 
1,0 14 23 238,71 0,16 0.54 0 
15 14 23 238,49 0.32 0.48 0 
Tabelle V. 4. Grupy Ra 
Ruheumsatz vor eer 
1 | 4.1. 3,0 14 24 220,63 0,10 1,08 1 
| 721 25 4 | 2 212,72 0,17 1,24 L 
3] ot 3,0 16 8 6|lU 211,39 0,30 137 1, 
4 | 11.1. 2.5 1 | 216,88 0,22 1,16 1 
&§ | 12.1. 3,0 16 25 213,16 0,23 1,30 L, 
6 | WL 3,0 16 25 212,22 | 0,37 1,55 1, 
7 16. I. 3,0 16 24 218,17 | 0,34 1,52 L, 
8} 12.1 | 3,0 17 25 212,80 0,24 131 1, 
9 | 18.1 | 3,0 16 25 216,05 0,34 1,52 1, 
10 | 19.1, | 3,0 16 24 212,34 0,39 1,45 1, 
ll | 21.1. | 265 16 8| | (5 211,88 0,24 1,25 1, 
12 | 26.1. 3,5 17 24 245,27 0,46 1,80 1, 
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be ile} yf Fortsetzung). 





COy Ox Mittelwert ae COn rut 











“sy ; anneal Bildung Verbrauch des Respi- Bildun; Verbrauchs 
Bildung [BR Verbrauch tions: pro kg und pro kg und . : go k ne ro kg und| Bemerkungen 
quotient Stunde Stunde fnew P tennde P Semnde 
& g & 8 ~ & 
irzuckerfinach der Nebennierenentfernung. 
42 0.40 0,763 1,852 1,764 3,0g Robrzucker 
043 0.37 0,844 1898 (| 1,633 
0.48 0.39 0,894 2,121 1,723 
1,14 0.86 0,963 2,017 1,521 ec — 
0:56 043 0946 | 2'574 vo7e |¢ 9908 |= 2,201 waa | ~~ 
0,52 041 0,921 2,393 1,887 —_ . 
0,49 041] 0,868 2,258 1,889 
2.27 153 1078 2.498 1,684 20g Cw 
‘ivulos Pnach der Nebennierenentfernung. 
0.40 0.36 0,807 1,730 1.557 
0.89 0.75 0,892 1,927 1,624 
0,54 0.45 0872 2.343 1,953 
051 0.38 0.975 2,208 1,646 
0,51 0,39 0,950 2,213 1,692 
0.41 0,29 1,027 1,782 1,260 
0,59 0.47 0912 2.569 2.046 
),53 0,39 0,987 2,116 1,557 
57 0,46 0,900 2,280 1,840 Vor jedem Ver- 
148 0,34 1,026 | 1,922 1,362 ' 0875 | 2,197 1,894 | ieee 
57 046 0,900 2,286 1,845 geben (per os) 
59 0,55 0,779 2,394 2,232 
60 0,56 0,778 2,439 2,277 
58 0,54 0,780 2,360 2,197 
156 0,47 0,866 2,281 1,915 
148 0,41 0,850 2,014 1,720 
) 4 0,48 0,817 2,269 2,017 
4 0.48 0,817 2,262 2,011 
48 0,68 0,897 2,348 1901 | 
Ippe Rackengefairbte Ratte (Mannchen). 
'z vor Her Operation. 
08 108 | 0,725 1,632 1,632 
24 1,22 0,7: 2,332 2,294 
37 1,32 0,754 2,160 2,130 
16 112 | 0,752 2,130 2,066 
30 1.24 0.761 2,033 1.939 
D5 1,52 0,741 2,434 2,387 ~ , ene 
52 144 0.767 2'322 | «2200 0,750 2,181 2,113 Niichtern 
3] 132 | 0,721 2,052 | 2,068 
2 140 | 0,789 2.345 2,160 
5 1,44 0,732 2,276 2,261 
a) 1,16 0,783 2.360 2,190 
0) 1,74 0.751 2.097 2.027 























426 K. Nakayama: 
Ver. Versuchs- Zimmer- Temperatur Korper- H, O- 
Datum 4 
suchs- dauer temperatur im Kasten gewicht bildung Bildung 
Nr. 
1924 Std °C °C g P , 
Ruheumsatz nach der Entfernuny 
13 1, LI, 3,0 16 25 207,48 0,39 126 
14 2. II. 2.5 17 25 198,60 0,25 1.05 
15 5. 11. 3,5 16 25 207,20 0,39 1.74 
16 6, 11. 3,5 16 25 202,54 0,38 1.49 
17 7.10. 3,5 19 26 202,51 041 115 
Ruheumsatz nach der Entfernuy 
18 11. IL. 3,0 17 25 | 206,85 0,50 134 
19 12, Il. 3.0 7 26 202,56 0,36 1,37 
20 13, 11. 3,0 18 26 208 97 0,37 1.30 
21 15. U1. 3,0 17 26 206,19 0,22 1.35 
22 18, II. 3,0 18 26 202,20 0,49 1,22 
23 20. IT. 3,0 7 25 215,17 0,63 156 
24 21. IT. 3,0 17 25 206,57 0,47 1,42 
25 23. IL. 3,0 16 24 209,13 0,24 14 
26 6. IIT. 3,0 14 23 220,37 0,17 131 
27 8. ITT. 3,0 14 24 223,52 0,58 148 
28 21. IIL. 3,0 13 23 231,45 0,50 1,10 
29 22. ITT. 3,0 14 23 231,40 0,20 1,57 
30 24. IIT. 2.5 13 23 227,40 0,24 131 
Die Versuche mit Rohrzucker 
31 28. IT. 1,0 17 25 219,62 | 0,16 0,62 
1,0 17 25 219,33 0,11 0,60 
1,0 17 24 219,11 0,09 0,60 
32 1. LI. 25 17 25 224,09 0,29 1,50 
33 3. ITI. 1,0 15 22 213,86 0,01 0,78 
1,0 14 23 213,60 0,07 0,63 
1,0 14 23 213,41 0,17 061 
34 5. ILL. 4,0 13 23 228,25 0,54 2,72 
Die Versuche mit Lavulow 
35 11, I. 1,0 7 25 227,31 | 0,23 0.57 
2,0 18 26 227,00 | 0,23 1,07 
1,0 18 26 226,60 0,14 0.57 
36 12. IIT. 1,0 15 23 225,09 | 0,24 0,53 
1,0 15 24 224,84 | 0,10 0,57 
1,0 15 25 22458 | 0,21 0.54 
1,0 15 25 224,26 | 0,18 0,58 
37 14, IIT. 1,0 14 22 22485 _ 0,27 0,43 
1,0 14 23 22455 | 012 0,48 
1,0 14 23 224,33 0,16 051 
1,0 14 23 224,16 0,19 0.48 
38 17, TU. 1,0 15 23 222,94 0,21 0,40 
1,0 15 24 222,68 | 0,16 0,41 
1,0 15 24 22248 | 0,12 0,46 
1,0 14 23 22230 | 0,15 0,44 
39 19. ITI. 10 14 23 22957 | 0,08 0.44 
1,0 14 24 21941 0,10 0,51 
1,0 14 24 229,22 0,10 0,52 
15 14 24 229,02 0,22 0,69 
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abelle Va Fortsetzung, ). 
CO. Oy 
COy O, Respira- Bildung  Verbrauch 
Bildung [J Verbrauch | tionss a AF we tes 
quotient 
g kg s & 
fernung§} der Jinken Nebenniere. 
1.26 1,17 0,782 2.024 1,880 
1,05 0.91 0,838 2.115 1,833 
174 1.60 0.790 2,399 2.258 
149 1.36 0,796 2,102 1,919 
1,15 115 0,725 1,623 6,623 
fernuelf heider Nebennieren. 
ie 134 0,725 | 2,159 2,159 
1,37 1.33 0.748 2,255 2,189 
130 125 0.756 2,074 1,994 
1.35 1.25 0,785 2,183 2.021 
1,22 1,18 0,751 2011 1,945 
1 56 144 0,787 2.417 2.231 
142 1,37 0.753 2.291 2211 
154 144 0.761 | 2,455 2.343 
1,31 1,28 0.743 —-1,980 1.934 
1,48 1.35 0,796 2 202 2,013 
1,10 102 0,783 1,584 1,469 
1,57 1.43 0.798 2,262 2.060 
1,31 131 0,725 7304 | 2,304 
rzucke ff ach der Nebennierenentfernung. 
0,62 0.49 0,919 2,823 2,231 
0,60 0.49 0890 2,736 2.234 
0,00 0.44 0,991 2.741 2,008 
1,50 1,40 0.956 2,678 2,035 
0,78 0,53 1,069 3,647 2,478 
0,63 051 0,897 2,949 2.386 
oft 0.49 0,904 2.858 2.296 
2,72 | 88 1,051 2979 | 2,059 
AVuloe Bach der Nebennierenentfernung. 
0,57 0,49 0845 | 2,508 2,156 
1,07 0.90 0,864 2.356 1,983 
0,57 0.48 0,863 2.515 2,118 
0,58 042 0,917 2.355 1,866 
0,51 0,42 0,986 | 2,535 1,868 
0,54 0.43 0,912 2.405 1,915 
0,95 0,42 1,003 2.586 1,873 
0,43 0,40 0,781 i912. 1,779 
0,48 0,38 0.918 2,138 1,692 
0,51 044 0842 | 2273 1,961 
0,48 0,35 0,996 2,141 1,561 
0,40 0,35 0,830 1,794 1,570 
0,41 0,37 0,805 1,841 1,662 
0,46 0,40 0.835 2,068 1,798 
0,44 0,39 0,820 1,979 1,754 
0,44 0,36 0,888 1,917 1,569 
051 0,42 0,882 2,223 1,831 
0,52 0,42 0,899 2,269 1,832 
0,69 051 0,983 2.009 1,485 


Mittelwert Mittelwert 


Mittelwert der CO.» des Oz 
des Respi- _ Bildung 4 by my Bemerkuagen 
. pro kg und pro kg und 
— Stunde Stunde 
quotienten 
8 8 
bows 29. I. linke 
0,784 | 2,053 ye ieee ~~ dea 
Nichtern 
Am 8. IL rechte 
Nebenniere 
entfernt 
0.750 2,167 2.113 Nichtern 
3,0 g Rohrzucker 
I 
: 208 - 
0,759 2,926 2,216 208 ° 
2.0% . 
a. iptem, Now 
96 8 3,0 g Lavu- 
0,928 2,202 1,804 lose (Merck) ge- 
geben (per os) 
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K, Nakayama: 








Tabelle VIII. 4. Gruppe. Schwa 
Ver. = Versuchss Zimmers Temperatur Kérper- H,O- CO: ° 
suchs* a dauer temperatur im Kasten gewicht Bildung Bildung Verbrauch 
Nr. 
1924 Std. °C °C g g g “ 
Die Vers ich 
40 25. LIL. 3,0 13 24 152,51 0,40 1,09 1.04 
0 13 23 154,17 0.13 0.40 O34 
1,0 13 24 133,98 0,16 041 0.37 
1,0 13 24 153,78 O13 0.45 O40 
1,0 13 24 153,60 0,16 0.47 0.38 
4] 27. IL. 3,0 13 23 151,43 0,22 0,96 0.93 
10 13 23 153,02 0,13 0.44 O37 
1,0 14 24 152,82 0,14 0,40 O37 
1,0 14 22 152.65 O18 0,48 0.43 
lO | 14 23 152,42 0,09 0,36 O30 
Die Versuche mit Lavulose nach d. Schilddriisenfiitterung. 29. bis 30. ITT. 1 Sch 
42 31, ITT. 3,0 12 24 155,85 0,29 1,32 1.28 
1,0 12 24 156,70 O15 048 O45 
1,0 12 24 156,52 O11 051 O45 
1,0 12 24 156,35 0,16 0.54 O47 
1,0 12 24 156,12 O15 O51 0.42 
43 2.1V 25 ll 24 150,08 0,24 1,25 124 
1,0 ll 22 152,10 0.08 0.58 O50 
1,0 12 24 152,00 0,09 0,60 O54 
10 ll 24 151,85 0,10 0.60 O57 
1,0 il 24 151,68 0.08 0.62 0.53 
4. Gruppe. WeiBe Ratte (Mannchen). Oh 
Die Versuch 
39 25. IIT. 3.0 13 22 238,89 0.69 1,44 1,29 
1,0 13 22 238,62 0,18 0.63 052 
10 13 23 238,33 0,23 0.60 O5I 
1,0 13 23 238,01 0,23 0.58 052 
10 | 13 22 237,72 0,22 0.56 046 
40 927. 111. ma 408 2: a 224.01 0,53 1.43 142 
1,0 | 13 20 226,06 0.21 0.57 O55 
1,0 14 21 225,83 0.20 0.59 O51 
1O | 14 22 225,55 0,32 0,59 0.56 
10 | 22 225,20 | 0,17 0,51 040 
Die Versuche mit Livulose nach d. Schilddriisenfiitterung. 29. bis 30, IIT. 1 Sch 
41 31. LT. 3,0 12 2% | 235,86 | 0,60 171 1,65 
1,0 12 21 | 237,29 0.28 O71 0,68 
1,0 12 23 | 236,98 0,21 0.68 0.60 
10 12 23 | 236,69 | O18 0.69 0.63 
10 12 23 236,45 0.17 0,70 O58 
42 2. IV. 2.5 1] 23 223,29 0,50 1,59 1b 
1,0 11 21 22486 | 0,22 0,75 070 
1,0 tl 21 22459 | O15 0.73 0.42 
1,0 1] 21 224,30 0,15 071 0.412 
1,0 il 21 224.06 0.15 0.69 O55 





Res! 
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atte (Mannchen), Kontrolltier. 
~Oos = Proz. Proz. >, 
Respiras Blidene me Kalorien- Steigerung Steigerung odes 
ns | pto kg und | pro kg und pildung = “Boe” BSG der Bemerkungen 
Stunde Stunde uidung saucns Kalorien- 
ent pro kg und pro kg und ‘bildung 
_ Stunde Stunde 
8 g Cal 
nit Lavulose. 
0.761 2,382 2 273 7,70 | Niichtern 
0855 | 2594 2.205 761 | 890 |—2.99 | —1,17 | 20g Lavulose 
0.825 2.663 2.403 8.25 | 11,80 5,72 7,15 
OS17 2,926 2,601 8,91 22,84 14.43 15,72 
0.898 3.060 2.474 8,60 | 28.46 884 11,69 
0.750 2,113 2,047 6,92 Nuchtern 
0.864 2.875 2,418 8.34 | 36,06 18,12 20,52 2,0g Lavulose 
0.785 2,618 2,421 8,25 23,90 18,27 19,22 
OSI 3,144 2,817 9,63 48,79 37,62 39,17 
0.872 2.360 1,967 6,80 11,69 —396 | —173 
driisentablette tiglich (per os). 31, IIL. 2 Schilddriisentabletten taglich (per os). 
0.749 2.823 2.732 9,24 Nichtern 
0.775 3,063 2,872 9.76 8,52 5,12 5,63 2.0g Lavulose 
0.823 3,258 2.875 9,85 15,41 5,23 6,61 
0,835 3,454 3,006 10,34 2235 | 10,03 11,91 
0882 3,244 2'690 9,32 1491 | —153 0,87 
0,732 3,332 3,305 11,13 Niichtern ; 
0.752 3,813 3,682 12.45 14,44 11,41 11,86 2,0 g Lavulose 
0.807 3,947 3,553 12,15 18,46 75 917 
O.765 3,951 3,754 12,74 1858 | 13,59 14,47 
0850 4,088 3,494 12,04 22,69 5,72 8,18 
Schilddriisenfiitterung, nebennierenloses Tier. 
mit Liavulose. 
OSI 2,009 1,800 6,15 Nichtern 
0.880 2640 2.179 7.55 3141 21.06 2275 | 30g Lavulose 
0.855 2,518 2,140 7.39 25,34 18,89 20,15 
OSLO 2473 2,185 TAT 23,10 21,39 21,45 
OS884 2,356 1,935 6,70 17,27 7,50 8,94 
0,732 2,127 | 2,113 7,12 Nuchtern 
0,753 2,522 2,433 8.22 | 18,57 15,14 15,46 3,0 g Lavulose 
0784 2613 | 2/258 768 | 22/85 6/86 7'87 
0.765 2616 | 2483 843 | 22.99 17,51 1841 
092% 2265 | 1,776 621 695 —1595 |\—12,79 
driisentablette taglich (per os). 31. 111. 2 Schilddriisentabletten taglich (per os) 
0,753 | 2417 | 2,332 7,88 | ee 
0,758 2,992 2.866 9,71 23,79 | 22.90 23.22 3,0 Livulose 
0,823 2 869 2,532 8,67 18,70 | 8,58 10,02 
0.796 2.915 2.662 9,08 20,60 14,15 15,22 
0.877 2.961 2.453 8.50 22.51 5,19 7.87 
0,740 2.848 2,795 9.43 Nuchtern 
0,778 | 3335 | 3,113 10,58 17,10) 11,38 12,20 30g Lavulose 
0,780 3,250 2,261 7,69 14.12 —19,11 —I1888 
0,832 3,165 2.764 9.49 11138 —11,09 0.63 
O911 3.080 2,455 8.55 815 —1217 — 933 
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Tabelle VIII (Fortsetzung). 4. Gruppe. Riickengefirbte Ratt 








Ver —_— Versuchs- Zimmere Temperatur Kérpers H,O- COs. 
suchs- dauer temperatur im Kasten gewicht bildung bildung Ve 
Nr. 
1924 Std. °C oC zg 2 g y 
Die Versucly 
40 25. 111. 3,0 13 23 228,36 0.27 1,64 152 
Lo 13 21 22797 0.11 0.67 0.60 
10 13 23 228,50 0,10 0,62 O54 
1,0 13 23 228,32 0,10 0.60 0.53 
1,0 13 23 228,15 0,14 0.65 05] 
41 27. 111. 3,0 13 23 228,72 0,27 1,60 152 
1,0 13 23 229,77 O17 0.65 O57 
1,0 14 23 229,52 O15 061 O55 
1,0 14 24 229,31 0,14 0,58 O54 
1,0 I4 24 229,13 014 0,60 05) 


Die Versuche mit Lavulo 
29. bis 30. III. 1 Schilddriisentablette taglich (per os 


2 |) 31. III. 3,0 12 24 229,77 0,47 2.01 
10 12 23 231,32 0,09 0,69 

10 12 24 231,19 0,12 0.91 

1,0 12 24 230,94 0,09 0.75 

1O | 12 24 230,76 0.21 0,79 

43 2. IV. 25 ll 24 218,64 0,22 2,06 
1,0 11 21 220,43 0,09 0,79 

1,0 1] 24 220,31 0,10 0,86 

1,0 ll 24 220,18 0,09 0,92 

1,0 1] 24 220,04 009 | 098 


Kontrolltieren vergleicht, kénnen die Anderungen infolge der doppel- 
seitigen Entfernung der Nebennieren recht unerhebliche sein, sie konnen 
aber auch merklich werden. 

Was nun die Anspruchsfihigkeit der Tiere auf Rohrzucker und 
auf Lavulose anbetrifft, so sind die Unterschiede zwischen den normalen 
und den doppelseitig nebennierenlosen Tieren keine sehr ins Gewicht 
fallenden. Die Reaktion, welche beide Gruppen von Tieren auf die 
Zufuhr von Rohrzucker und Lavulose zeigen, ist annihernd dieselbe. 
Die Unterschiede fallen kaum in Betracht. Die Ergebnisse dieser Ver- 
suche erscheinen mir deshalb beachtenswert, weil sie dagegen sprechen, 
daB das Vorhandensein der Nebennieren fiir die normale Regulation 
des Kohlehydratstoffwechseis eine unerliBliche Bedingung sei. Um 
diesen fiir die Stoffwechselphysiologie wichtigen Punkt etwas naher 
aufzukliren, habe ich besondere Versuche angestellt, wo Stunde fiir 
Stunde der respiratorische Grundumsatz nach Zufuhr von Liavulose 
untersucht wurde. 
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Vainachen). Ohne Schilddriisenfiitterung (nebennierenlos). 








Xespira 
thons 


qu hen 


0,734 
OSL 
O834 
0,822 
0.926 
0765 
0828 
0.863 
0.780 
0855 


Oo Oo Proz. Proz. 
Bildung Verbauch  Kalorien- Steigerung | Steigerung a. 
7 | er Uo ies . 
sag Fg og Ne ae bildung Bildung oe tes. ent Bemerkungen 
pro kg und | pro kg und) bildu 
¢ P Cal Stunde | Stunde ng 


nit Lavulose. 


2,394 2.219 7,54 Nuchtern 
2.939 2.632 9,00 22,77 18,61 19,35 30g Lavulose 
2.713 2 363 8.11 13,33 6,49 7,56 

2.628 2.321 7,95 9,77 4.60 5,44 

2.849 2.235 781 19.01 0,72 3,58 

2.332 2.215 7,52 Nuchtem 
2.829 2.480 851 21,31 11,96 13,17 | 30g Lavulose 
2.658 2.396 8,27 13,98 8,17 9.98 

2.529 2.355 8.01 8,41 6,32 6,52 

2.619 2.226 7.68 12,31 0,50 2.13 


iach der Schilddriisenfiitterung. 
31. ILL. 2 Schilddriisentabletten tiglich (per os). 


0.745 
0.771 
OS48 
0826 
0.725 
O741 
0.755 
0.992 
0.786 
O.800 


2.916 2.843 961 | Nuchtern 
2,983 2.810 953 | 230 — 116 — O83 3,0 g Lavulose 
3.936 3.374 11,62 0,69 18,68 20,92 

3,248 2.858 981 11,39 0,53 2.08 

3,424 3,424 11,53 17,42 20,44 19.98 

3.769 3.696 12.47 Nuchtern 
3.584 3,448 11,68 —491 — 671 — 634 3,0g Lavulose 
3.904 2.860 10,11 358 —2262 — 18,93 

4,178 3.861 13,15 10,85 4.46 5,45 

4,454 4.045 13,80 18,18 44 10,67 


In Tabelle VII gebe ich die Mittelwerte aus meinen zahlreichen 
Versuchen, die sich in den Tabellen III], IV und V finden. Der Vergleich 
zwischen dem normalen Kontrolltier und den beiden nebennierenlosen 
Ratten zeigt folgendes. Sowohl bei den normalen Tieren wie bei den 
nebennierenlosen Tieren steigt bis zur vierten Stunde der respira- 
torische Quotient an und ist in der vierten Stunde maximal, woraus 
folgt, daB in der vierten Stunde die gréBte Verbrennung der ein- 
gefiihrten Lavulose stattfindet. Insofern besteht zwischen den normalen 
und den nebennierenlosen Tieren kein Unterschied. Was nun die 
GréBe der Kohlensaiurebildung und des Sauerstoffverbrauchs Stunde 
fiir Stunde anbetrifft bzw. die GréBe der Kalorienbildung, so ist der 
Unterschied zwischen den Kontrolltieren und den nebennierenlosen 
Tieren kein sehr erheblicher. Unterschiede sind zwar da, aber diese 
Unterschiede erscheinen mir nicht wesentlich. Auch aus dieser Versuchs- 
reihe geht hervor, daB das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein 
der Nebenniere der Ratten keinen wesentlichen Unterschied fiir dex 
Ablauf des Kohlehydratstoffwechsels ausmacht. 
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Ia einer nichsten Versuchsreihe habe ich Kontrolltiere und neben- 
nierenlose Tiere gleichzeitig mit Schilddriisentabletten gefiittert und 
den EinfluB von Lavulosezufuhr auf den respiratorischen Umsatz der 
normalen und nebennierenlosen Tiere untersucht. 

Die Ergebnisse dieser Versuche teile ich im einzelnen in Tabelle VILLI 
mit, wahrend Tabelle LX eine Zusammenfassung der Gesamtergebnisse 
der Tabelle VILi enthalt. 

Das Wesentlichste in dieser Versuchsreihe war mir der Vergleich 
des Einflusses von Livulose auf den Stoffwechsel ohne und mit Schild- 
driisenfiitterung bei normalen Tieren und bei Tieren, denen beide 
Nebennieren exstirpiert worden waren. 

Sieht man von kleinen Schwankungen ab, so ist das Gesamt- 
ergebnis ein ziemlich gleichmaBiges Verhalten der Lavulose in beiden 
Versuchsreihen. Auch hier fehlt ein sicherer Anhaltspunkt dafiir, 
daB die Nebenniere an der Ratte einen irgendwie merklichen Einflub 
auf den Kohlehydratstoffwechsel hat. Vielleicht gehért dieser Umstand 
mit zu den Bedingungen, weshalb die Entfernung der Nebenniere so 
gut von Ratten vertragen wird. Doch bleibt diese Annahme so lange 
hypothetisch, bis man nicht in den Stand gesetzt worden ist, an anderen 
Tieren eine Priifung vorzunehmen. 


Zusammengefabt, sind die Ergebnisse dieser Untersuchung die 
nachfolgenden : 

1. Die vollstandige Exstirpation beider Nebennieren andert am 
respiratorischen Grundumsatz der Ratten entweder nichts oder fiihrt 
nur zu einer geringfiigigen Herabsetzung des respiratorischen Umsatzes. 

2. Der Ablauf der Stoffwechselvorginge nach Zufuhr von Kohle- 
hydraten wird durch die Entfernung der Nebennieren nicht wesentlich 
beeinfluBt. 

3. Auch Zufuhr von Schilddriise laBt den Ablauf des Kohlehydrat- 
stoffwechsels bei normalen und schilddriisenlosen Ratten annahernd 
gleichbleiben. 











Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 
Leon Asher. 
Nr. 73. 


Uber die Wirkung von Schilddriisen- 
und Milzexstirpation auf den durch Adrenalininjektion 
beeinfluBten respiratorischen Grundumsatz. 


Von 
Kimio Nakayama. 
(Aus dem phvysiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1925.) 





Die Beziehungen zwischen Schilddriisen und Milz sind schon in 
einer groBen Reihe von Arbeiten des Berner physiologischen Instituts 
einer sehr eingehenden Untersuchung unterworfen worden, wobei sich 
eine recht groBe Kompliziertheit der Beziehungen herausgestellt hat, 
Beziehungen, die durchaus nicht einheitlicher Natur sind. Es hat 
besonderer methodischer Reaktionen bedurft, um im Einzelfall den 
Vorgingen auf die Spur zu kommen und die komplizierten Folge- 
erscheinungen der Milzexstirpation in einzelne Faktoren zu zerlegen. 
Erst diese Zerlegung hat dazu gefiihrt, wohldefinierte Einzelfunktionen 
der Milz kennenzulernen, d. h. Beziehungen der Milz zu einzelnen 
Organen, die von Organ zu Organ wechseln kénnen. 

Die nachfolgende Arbeit beschaftigt sich mit einer erneuten Unter- 
suchung der Beziehungen zwischen Milz und Schilddriise, und ich 
wurde zu dieser Untersuchung angeregt durch die Erfahrungen, welche 
ich in der vorhergehenden Arbeit mitgeteilt habe, die darin bestanden, 
daB Adrenalininjektionen auf den respiratorischen Grundumsatz der 
normalen und schilddriisenlosen Ratte verschieden wirkte. Meine 

; nachfolgenden Versuche wurden im groBen ganzen genau so aus- 
gefiihrt, wie diejenigen in meiner friiheren Arbeit, denn ich habe auch 
zum Vergleich der Resultate aus dieser friiheren Arbeit eine Reihe von 
Protokollen mit herangezogen. 





oe 
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Meine Versuche zerfallen in vier Reihen. In der ersten Reihe 
wurde die Schilddriise exstirpiert, spater die Milz. In einer zweiten 
Reihe wurde nur die Milz exstirpiert. In einer dritten Reihe wurden 
in einer und derselben Sitzung Milz und Schilddriise entfernt. In der 
vierten Reihe wurde zuerst die Milz und darauf die Schilddriise entfernt. 

Alle zum Versuch dienenden Ratten wurden mit Milch und Brot 
ernahrt und blieben 16 Stunden vor Anstellung des Versuchs ohne 
Nahrung. Der respiratorische Umsatz wurde nach der im Berner 
physiologischen Institut tiblichen Methode untersucht. Als Adrenalin- 
lésung benutzte ich Original-Adrenalinlésung von Parke, Davies & Co. 
(1: 1000). 

Tabellen I und II enthalten die Protokolle iiber die Versuchsreihe, 
wo zuerst die Schilddriise und dann die Milz entfernt worden war. 
In der zusammenfassenden Tabelle Il bringe ich zum Vergleich den 
Grundumsatz vor der Operation und nach der Schilddriisenentfernung 
aus meiner vorhergehenden Arbeit iiber das Zusammenwirken von 
Schilddriise und Nebenniere, gepriift am respiratorischen Stoffwechsel. 
Es ergibt sich, da die Adrenalininjektion nach der Schilddriisen 
entfernung und nach der Entmilzung in dieser ersten Versuchsreihe 
annahernd gleich wirkt wie nach der NSchilddriisenentfernung, sogar 
etwas weniger als vorher, denn, in Kalorien ausgedriickt, erhéhte die 
Adrenalininjektion die Kalorienbildung vor jeder Operation um 
45,15 Proz. im Mittel, nach der Schilddriisenexstirpation um 12.5 Proz., 
nach Entfernung von Schilddriise und Milz noch um 10,62 Proz. 

In Tabellen II] und IV bringe ich weitere Beispiele der gleichen 
Versuchsanordnung, wo die weitere Herabsetzung der Wirkung von 
Adrenalin nach der Entmilzung noch deutlicher zutage tritt. Am 
normalen Tiere erhéhte durchschnittlich die Adrenalininjektion die 
Kalorienbildung. um nur diese zu erwihnen, um 46,48 Proz., nach 
der Schilddriisenentfernung nur noch 20,68 Proz. Die Steigerung 
infolge der Adrenalininjektion sank noch weiter auf 14,85 Proz., 
nachdem die Milz entfernt worden war. 

In der nachfolgenden Versuchsreihe teile ich meine Ergebnisse 
nach bloBer Entfernung der Milz mit. Die drei Versuchsreihen haben 
im groBen ganzen ein tibereinstimmendes Ergebnis. In der einen Reihe 
hetrug die prozentische Steigerung der Kalorienbildung infolge der 
Adrenalininjektion im Mittel 47,59 Proz., nach der Entmilzung nur 
noch 31,82 Proz. In der anderen Reihe war die Steigerung vor der 
Entmilzang 63.49 Proz.,'nach der Entmilzung 23,20 Proz. und in der 
dritten Versuchsreihe vor der Entmilzung 29,30 Proz. Wenngleich 
sich individuelle Unterschiede der einzelnen Versuchsreihen zeigen, tritt 
doch das Hauptergebnis klar zutage, namlich die wesentlich geringere 
Anspruchsfihigkeit auf Adrenalininjektion nach Entfernung der Milz. 
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Tabelle 1. 5. Gruppe. Weibe ‘arte (Mou 
—j— 
v a Detem Versuchs» Zimmer- Temperatur Kérper- H,O- C Og . 
a “a daver temperatur im Kasten = gewicht Bildung Bildung = Verbrauc = 

r. 
1924 Stdn. °C °C rt g g 

Die Versuche mit Adrenalin nach de J Ent: 
24 «14: VIL. 3,0 22 26 152,84 0,36 0,79 0.79 0. 
3.0 22 27 151,46 0.28 097 0.49 0” 
2,0 22 27 151,20 031 0.61 0.62 0 
25 «16. VII. 3.0 22 26 153,38 027 | O91 O89 0, 
3,0 23 26 152,05 034 | O94 09) 0.7 
2.0 23 26 151,63 031 0.69 O67 0” 
26 «18. VII. 3,0 19 26 154,15 0,28 0,75 0.76 0. 
3,0 21 26 151,90 0,30 0,95 0.93 0. 
2,0 20 26 151,58 O17 0,56 0.56 0. 
27 || 22.VIT. 3,0 21 26 154,07 0,48 0,87 O87 0, 
3,0 21 26 152,70 0,36 0,99 1,00 (, 
2,0 21 26 153,35 0,20 0,59 O58 0. 
28 «24. VII. 3,0 20 26 150,05 0,41 0,90 0.89 0. 
3,0 19 25 148,95 0,36 1,04 1,00 0, 
2,0 19 25 148,55 0,17 0,63 0,62 0, 
29 26, VII. 3,0 19 25 152,07 | 0,1 1,03 0.97 0, 
30 28.VII. 3,0 18 25 14986 = 0.21 0,82 0,80 0, 
3,0 19 26 148,10 0,43 0,86 0.86 0. 
2,0 19 26 147,68 0,20 0,72 0,62 0; 
31 30. VII. 3,0 17 25 14847 = 0,18 0,87 0,83 0, 
3,0 18 25 147,68 0,22 0,90 0,89 0, 
2,0 18 24 14745 , 0,10 0,65 0.56 0, 
32 1. VIII. 3,0 18 25 143,08 | 0,27 0,84 0.74 0: 
3,0 19 25 141,40 0,28 0,92 0.34 0, 
2,0 19 25 141,04 | O13 0,60 0.50 0: 
33 1. VILLI. 3,0 18 24 148,86 | O19 0,90 0,90 0, 
3,0 18 25 146,54 | 0.28 0,92 0,91 0, 
2,0 18 24 146,25 | 0,14 0,57 0.58 0, 
34.4. VITT. 3,0 19 25 150,78 0,29 0,86 0.85 0, 
3,0 19 24 149.78 0.25 0.91 Oo 0, 


2,0 19 26 149.37 0.12 0.61 0.58 0, 








(Mannehen). 
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Schilddriisenloses Tier. 
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CO: Og. Kalorien- Steigerung Steigerung — ~“y "se 
espir Bildung Verbrauch bildung der CO, _des O». Kalorien- 
p Bildung | Verbrauchs bildun 
rationss — pro kg und = pro kg und pro kg und peo kg und | pro kg und ‘ oa 
juotient Stunde Stunde Stunde Stunde Stunde Pr ecuede 
8 g Cal Proz. Proz. Proz. 
Entmilzung. Am Il. VII. Milz entfernt. 
0.725 1,723 1,723 5,80 —_— —_— _ 
0.712 2,135 2,179 731 23,91 21,02 26,03 
715 2,017 2,050 6,89 17,06 18,98 18,79 
0,743 1,978 1,934 6,53 —_ -— _ 
0.750 2,061 1,995 6,74 4,20 3,15 3,22 
0.748 2,275 2,209 TAT 15,02 14,22 14,41 
O717 1,622 1,643 5,52 _— _ _ 
0,742 2,085 2,041 6,89 28,55 24,22 24,80 
0,725 1,805 1,805 6,22 11,28 9.86 12,67 
0.725 1,882 1,882 6,34 —_ _ _ 
0.719 2,161 2,183 7,34 14,82 15,99 15,78 
0,739 1,936 1,904 6,42 2.87 1,17 1,26 
0.735 1,999 1,977 6,67 — — _ 
0,755 2,327 2,238 7,58 16,41 13,20 13,64 
0.738 2,121 2,087 7,04 6,10 5,56 5,55 
0771 2,25 2,176 7,21 _ —_ _— 
0.745 1,824 1,779 6,02 _ _— _ 
0725 | 1,936 1,936 | 6,52 6,14 8,82 831 
0.844 2,438 2,099 7,22 33,66 17,98 19,95 
0,761 1,953 1,864 6,31 _— _ _ 
0,7% 2,031 2,009 6,78 3,99 7,78 7,45 
0,843 2,204 1,899 6,53 12,85 1,88 3,49 
082 1,957 | 1,724 | 845 — | - _ 
0.796 2,169 1,980 9,65 10,83 14,85 14,20 
0,872 2.127 1,773 8,75 8,69 2.84 3,55 
0,725 2,015 2,015 6,79 -- _ 
0,734 2,092 2,070 6,97 3,82 2,73 2,65 
0,714 1,949 1,983 6,65 —327 | —1,59 —2,11 
0,735 1,901 1,879 6,34 —_ —_— _ 
0,733 2,025 2,003 6,74 6,52 6,60 6,31 
730 2,042 1,942 6,5 7,42 3,35 3,16 


Bemerkungen 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


Nichtern 


0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


0,1 mg Adrenalin 


Nichtern 


0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


Nichtern 


0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


Nichtern 


0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


Niichtern 


0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 


Nuchtermn 


0,1 mg Adrenalin 
intramuskular 
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442 K. Nakayama: 





Tabelle Ve 6. Gripe Seb’ 
Ver: Detum Versuchss | Zimmers | Temperatur Kérper- H,O- C Ox. ( - 
—" dauer temperatur | im Kasten gewicht Bildung Bildung Verbrauct “ 
iNT. que 
1924 Stdn oC oC g g g y 

Die Versuche mit Adrenaliyf yor 
1 23. VI. 3,0 19 23 115,16 0,22 1,08 1.00 0. 
3.0 17 24 114,56 0.29 131 1.28 0. 
10 17 25 113,74 O11 0,43 0.43 0. 
10 17 23 113,63 | 0.14 0,42 043 0. 
2 25. VL 3.0 18 24 107,82 0,24 0.84 08] 0. 
3,0 18 24 107,41 0,35 151 14] 0. 
_ (| 6 6h ee 106,96 0,11 0,47 0,43 0, 
3 26. VI 3,0 | 19 24 107,22 0,30 0,89 0.85 0. 
30 | WW 25 106,95 0,38 1,45 1.40 0. 
10 =6©||—loW 25 106,12 0,06 0,32 0,32 0. 
4 LVIL) 30 | 20 24 116,20 = 0,28 0,81 0,77 0, 
3,0 20 26 114,41 0,27 1,36 1.25 0. 
2.0 20 25 114,03 0,19 0,78 0,79 0. 
5) 3.VIL | 20 | 2 25 115,34 = 0,19 0,58 0,52 0, 
30 | 2 26 114,63 0,24 1,44 1,33 0. 
2,0 20 25 114,28 015 | 0,78 0,75 0, 
6 8 VIL 390 20 24 129,51 062 097 0,95 0, 
3,0 | 20 25 | 127,31 061 | 142 | 1,34 0, 
2,0 20 25 126,62 0,25 0,68 0.68 0, 
Die Versuche mit Adrenalin nach der} Ent: 
7 14, VIL. 3,0 22 25 128,17 0,33 0,83 0.83 0. 
3,0 22 27 127,37 0,51 1,18 1,10 0, 
20 22 27 126,78 0,43 0,92 0.87 0, 
8 16,VIL | 30 22 25 12449 0,40 0,79 0,75 0, 
| 30 23 26 123,71 0,38 1,13 1,04 0, 
20 23 26 123,27 0.27 0.64 0.63 0. 
9 18. VII. 3,0 19 | 24 125,21 0,57 0,80 0,75 0, 
3,0 21 | 26 122.83 051 1,15 1,09 0, 
| 20 20 | 2 122,26 0,30 0,62 0,60 0 

| | 
10 22.VIl. > 30 21 26 135,40 0,30 1,06 101 0, 
3,0 21 | 2% 134,03 0,16 1,09 1,02 0, 
2.0 21 | = (6 133,80 0,19 0.83 0.80 0, 
11 24, VIT, 3,0 19 | 2% 136,85 0,31 0.89 0,86 0, 
30 19 26 135,22 0,32 1,28 1,24 0. 
| 20 19 25 134,86 0,24 0,65 062 0, 
12 26. VII. | 3,0 19 25 135,72 0,29 1,25 118 0, 
13° 29. VII. | 3,0 18 24 141,34 0,21 0,87 0,86 0, 
| 30 19 26 139,24 0,30 1,30 1.23 0, 


; ) 
2,0 18 25 138,87 0.20 0.71 0.72 0, 
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IP Uppe Schwanzgefarbte Ratte (Miinnchen). 





COg Ox Kaloriens  Steigerung Steigerung | Staigeung 

( Kespi+ Bildung Verbrauch bildung beg ——.. | Kaloriens 

ccs | rations | pro kg und pro kgund | pro kg und ,tildung, Verbrauchs| "pildung | Remerkungen 
‘ quotient Stunde Stunde Stunde Stunde | Stunde | ? atm 

g g g Cal Proz. Proz. | Proz. 
renalinff vor der Entmilzung. 
1.00 0.785 3,126 2.895 9.86 — — — Nichtern 
1,28 0,743 3,828 3,741 12,62 22,46 29,91 28.00 | 0.1 mg Adrenalin 
0.43 0725 | 3,781 3,781 12,73 20,95 2991 | 29,11 oubtuten 
0.43 0.710 3,696 3,784 12,99 18,23 30,71 | 31,75 
OS] 0,753 2.597 2.504 8,47 _ a 3 olin Nuchtern 
14] 0,778 4,686 4,376 14,88 80,44 74,76 | 75,73 | 0,1 mg Adrenalin 
0.43 0,794 4.394 4,020 13,69 69,20 60,54 | 61,67 cubiutan 
0.85 0,701 2.831 2,704 9,15 a —- -- Niuchtern 
1,40 0,752 4,519 4,363 14,75 59,62 61,35 61,23 0,1 mg Adrenalin 
0,32 0,725 3,016 3,016 10,16 6,53 1154 11,04 ae 
0,77 0,764 2.324 2,209 7,48 ~— = — _ Niichtern 
1,25 0.790 3,962 3,642 12,40 70,50 64,88 65,77 0,1 mg Adrenalin 
0,79 0.717 3,420 3,464 11,64 47,17 56,82 55,61 ennui 
0,52 0,810 2.514 2,25 7,71 — ~- _ Nuchtern 
1,33 0,787 4,187 3868 13,17 66,54 71,60 70,85 | 0.1 mg Adrenalin 
0,75 0,756 3,413 3,281 ll | 35,76 | 4556 | 44,13 || Seem 
D,95 0742 | 2,497 2445 825 =~ — - Nichtern 
134 0770 | 3,718 3,509 | 1191 48,91 43,52 44,37 0,1 mg Adrenalin 
0,68 0.725 | 2,685 2685 | 9,04 7,5: 9,82 9,58 subiuten 
ch derf Entmilzung. Am 11. VII. Milz entfernt. 
),83 0,725 2,159 2,159 7,27 — — -- Nuchtern 
1,10 0,779 3,088 2.879 9,79 43,04 33,36 34,67 0,1 mg Adrenalin 
).87 0,768 3,628 3,431 11,64 68,05 58,93 60,12 oubikuten 
D,75 0.765 2115 2,008 681 -- — _ Nuchtemn 
1,04 0,789 3,045 2,802 9,54 43,97 39,45 40,06 0,1 mg Adrenalin 
163 0,738 2,596 2,555 862 | 22,74 | 2296 | 2656 | ket 
75 0,775 2,130 1,997 6,79 — ar See 
1.09 0,766 3,121 2,958 10,04 46,53 48,13 47,88 0,1 mg Adrenalin 
160 0,751 2,536 2,454 8,30 19,06 | 2289 | 22.25 | subkuten 
01 0,762 2,610 2.487 8,42 — _ Nuchtern 
002 0,776 2,711 2.537 8,62 3,87 2,01 2,38 0,1 mg Adrenalin 
1,80 0,754 3,102 2,990 10,11 18,85 20,23 20,06 onnue 
1.86 0,752 2,168 2,095 7,07 — — — __Niichtern 
24 0,750 3,155 3,057 10,33 50,14 49,52 46,15 0,1 mg Adrenalin 
1,62 0,762 2,410 2,499 7,7 11,16 9,74 10,05 subkuten 
18 0,770 3,070 2.898 9,83 — — — 0,1 mg Adrenalin 
1.86 0,735 2,052 2,028 6,84 — — — _ Niichtern 
23 0,766 3,105 2.945 9,99 51,32 45,21 46,03 0,1 mg Adrenalin 


172 0.716 2.556 2592 8.71 24.56 27.81 27.33 subkutan 
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446 K. Nakayama: 
Tabelle VIII. 6. Gra 
hal Datum Versuchss Zimmers Temperatur Kérper- H,O-; CO: O, 
Nr dauer temperatur | im Kasten gewicht Bildung Bildung Verbrauch 
1924 Stdn. °C °C ra g “ ‘ 
Die Versuche mit Adrenal; 
1 | 26. VI. 1 3,0 19 25 11849 | 024 091 O89 
| 30 19 25 «=—«:11433 | «028 155 lay 
2,0 19 25 113,99 0.18 0.66 0.66 
2) 1. VIL 3,0 20 24 117,85 041 0,89 0.88 
3,0 20 24 116,03 0,85 1,42 140 
2.0 20 24 115,08 0,25 0.64 0.67 
3.) 3. VII. 2.0 20 24 120,30 0,30 0.59 O58 
3,0 20 25 118,59 0,28 1,46 145 
2,0 20 25 118,30 0,22 0.70 0.70 
4 7. VII. 3,0 20 25 124,98 0,36 0,76 0.77 
3,0 20 25 122.48 0,42 1,60 1.59 
| 2.0 20 25 122.05 031 0,69 0.70 
5 || 9. VIT. 3,5 20 25 129,29 0,34 0.95 0.95 
| 3,0 20 26 126,98 0,63 1,60 153 
2,0 20 25 126,28 0.21 0.63 0.64 
Die Versuche mit Adrenalin nach de 
6 14, VIL. 3,9 22 26 126,83 0,29 095 | O86 
3,0 22 26 124,92 0,33 143 | 135 
2.0 22 26 124,51 0,32 0,74 | 0,70 
7 16, VIL. 3,0 22 26 126,09 0,26 0,98 0.92 
3,0 23 26 124,45 0,22 111 1,08 
8 18. VIL. 3,0 19 25 126,03 0,27 097 | O91 
3,0 21 26 124.81 0,36 134 | 127 
2,0 20 26 124,38 0.17 0,73 071 
9 22. VII. 3.0 21 24 148,41 0,30 0.90 | O85 
3,0 21 26 146,94 0,68 1,58 i; 1,56 
2,0 21 25 146,24 0,38 0.79 | O75 
10 24.VII. 30 19 24 © (M4754 | 0,19 107 | 102 
3,0 19 25 146,20 0,22 117 1,09 
20 19 25 145,90 0,14 0,79 | 077 
11 26. VII. 3,0 19 24 148,56 0,30 1,01 | 0.9) 
12 | 29. VII. 3,0 18 23 154,96 0.21 099 | O98 
3,0 19 25 153,81 0,32 142 |= 1,36 
2.0 18 25 153,21 0,17 0.80 | 0.77 
13° 31. VIL. 3,0 18 25 146,89 0,24 116 8 6; 1,10 
3,0 18 25 146,01 0,24 1.61 | 51 
2.0 18 26 145,67 0,16 0.80 0.77 
14 2.VIII.) 3, 18 25 152,75 0,43 131 1,20 
15 3 «64, VITT. 3,0 18 24 152,12 0,25 1,12 1,06 
3,0 18 25 149.05 0.47 1,27 1,18 
20 | 18 25 148,49 0,12 0.72 | 073 
16 6.VIT. 30 | 9 24 150,26 0.23 O87 | 078 
3.0 19 25 149.08 048 1,27 1,24 
2.0 19 25 148,57 0.15 0.67 O04 
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Gruppe ff Koy fgefarbte Ratte (Mannchen). 
COyw Ox Kaloriens Steigerung Steigerung _ “je 
Respis Bildung Verbrauch bildung der COs des Oz. Kalorien- 
sy rationS+ prokgund prokgund pro kg und a... # pis | bildung 
_—— quotient | Stunde Stunde Stunde Stunde | Stunde poe tg wad 
P 2 g Cal Proz. Proz. Proz. 
irenal, qvor der Entmilzung. 
ORG 0.743 2,560 2.504 8,45 _ _ _— 
149 0.756 4.519 4,344 14,71 76,52 73,49 74,11 
0.66 0,725 2,895 2,895 9,75 13,09 15,62 15,39 
0.88 0,735 2,517 2,489 8,40 _ _ _— 
140 0,737 4,073 4,022 13,57 62,05 61,59 61,57 
0.67 0.694 2,781 2,911 9,92 10,49 16,95 18,10 
O58 0,739 2,452 2,410 8,13 _— = — 
1.45 0,731 4,104 4,076 13,73 67,45 69,13 68,87 
0,70 0,725 2,959 2,959 9,96 20,68 22,78 22,51 
0.77 O717 2.027 2,054 6,90 —_ _ —- 
1.59 0,731 4,355 4,327 14,57 114,85 110,68 111,12 
0.70 0.716 2,827 2,868 9,64 38,75 39,64 39,70 
0.95 0711 2,055 2,099 7,04 _ — _ 
53 0,760 4,200 4,016 13,60 104,37 91,31 93,15 
0.64 0.715 2,495 2,534 8,52 21,41 20,67 21,02 
ch do Entmilzuang. Am 11. VII. Milz entfernt. 
O86 0.803 2,497 2.260 771 — — — 
1.35 0,752 3,816 3,602 12,18 52,83 59,37 59,38 
0.70 0,751 2,972 2,811 9,50 19,02 24,38 23,21 
0.42 0,774 2,591 2,432 8,25 _ _— — 
1.08 0,747 2,973 2,893 9,78 14,75 18,96 18,54 
0.9) 0,774 2,566 2,407 8,17 _— _ — 
7 0,767 3,579 3,392 1151 39,95 40,14 40,90 
D7] 0,747 2,935 2.854 9,65 14,55 18,22 18,12 
VRS 0,769 2,021 1,909 648 _ _ — 
156 0,739 3,584 3,539 11,94 77,32 85,38 84,29 
N75 0,765 2,701 2,564 8,70 33,64 34,31 34,27 
1.09 0,780 2,668 2,485 8.45 10,38 7,81 8,20 
77 0,745 2,707 2,639 8,92 12,00 14,49 14,22 
9] 0.806 2,266 2.042 6,98 — = 
| 36 0,758 3,077 2,945 9,98 44.47 47,19 47,00 
77 0,755 2,611 2,513 851 22,59 25,59 25,93 
10 0,766 2,632 2,496 12,10 — — _- 
5l 0,775 3,676 3,447 16,74 39,66 38,10 38,35 
77 0,755 2,746 2,643 12,79 4,33 5,89 5,70 
20 0,793 2,859 2,619 8,92 _ _ -- 
06 0,768 2.454 2,323 7,88 _— — — 
18 0,782 2,840 2,639 8,97 15,73 13,61 13,83 
73 0.716 2,424 2.458 8,26 — 1,22 581 4,82 
78 0,810 1,930 1,730 5,92 —_— _ —_ 
24 0,744 2,840 2,773 935 | 47,15 60,28 | 57,98 
4 0,760 2,204 2,154 7,29 14,20 24.50 23,16 


Bemerkungen 


Nuchtern 
0,1 Adrenalin 
subkutan 


Nichtern 
0,1 mg Adrenalin 
subkutan 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
subkutan 


Nuchtern 
0,1 mg Adrenalin 
subkutan 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
subkutan 


Nichtern 


0,1 mg Adrenalin 
subkutan 


Nuchtern 

0,1 mg Adrenalin 

Nuchtern 

0,1 mg Adrenalin 
subkutan 

Nuchtern 


0,1 mg Adrenalir 
subkutan 


Nuchtern 
0,1 mg Adrenalin 
subkutan 


0,1 mg Adrenalin 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
subkutan 


Nuchtern 

0,1 mg Adrenalin 
subkutan 

0.1 mg Adrenalin 


Nuchtern 


0,1 mg Adrenalin 
subkutan 


Nuchtern 
0,1 mg Adrenalin 


subkutan 
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Tabelle 1X. 6. Gruppe. Rickey 
Vers ) Versuchs- Zimmers Temperatur K6rper- H,O- CO O 
euche Datum 2 
ie : dauer temperatur im Kasten gewicht Bildung Bildung = Verbrauch 
1924 Stdn. °C °C g g 8 re 
Die Versuche mit Adrenalin 
1 \|30. VI. || 3.0 20 25 136,92 0.25 0.87 O87 
2) 4. VIL. | 3,0 20 25 146,59 0,23 0.98 0.40 
3 | 5. VII 3.0 20 25 149,83 0,41 0,94 0.9) 
4), 7. VII. 3,0 20 25 143,69 0,33 1,00 0.96 
5 15. VIL. 3,0 22 26 139,60 031 0,94 0.92 
3,0 22 27 138,48 0,34 1,18 1,18 
2.0 22 7 138,14 0.27 0,77 0.78 
6 17, VII. 3,0 21 24 135,77 0,29 0,79 0.79 
3.0 22 27 135,20 0,35 1,19 116 
2,0 22 27 134,82 0,22 0,65 0.63 
7 19. VIL. 3,0 20 26 133,95 0,28 1,30 1,21 
10 20 26 133,58 O15 0.43 044 
8 21. VIL. 3,0 20 27 133,88 0,29 0,85 OS! 
3,0 21 27 132,42 0.40 1,09 1,05 
2.0 21 26 131,98 0.40 0.62 0.462 
Die Versuche mit Adrenalin nach de: 
9 || 25. VIT. 3,0 19 24 134,50 0,22 101 | O95 
3,0 19 24 132,41 0,18 0.94 | O98 
2.0 19 24 132,22 0,14 0.74 | O7) 
i 
10 28. VII. 3,0 18 24 125,56 0,19 0.96 0.92 
3,0 19 24 124,39 0,16 115 1,05 
2.0 19 24 124,13 0.10 0.62 0.63 
11 30. VIT. 3,0 17 24 121,77 0,19 1,08 1,05 
3,0 18 24 120,20 0.15 1.02 0.95 
2,0 18 24 119,98 0.12 0,77 0.66 
12 1, VIIL. 3.0 18 5 118,69 0,34 0,92 0.86 
3.0 19 25 117,86 0,28 128 | 114 
2.0 19 5 117,44 0,17 071 0.65 
13. 4. VIII. 3,0 18 24 124.89 0.25 1,13 1,05 
3.0 18 25 122.68 0,30 1,38 13! 
2.0 18 25 122.3! O11 0,68 0.68 
14 «+6, VITT. 3.0 19 24 114,93 O17 0,82 0.76 
3.0 19 24 113,97 0,19 1,09 1,02 
2.0 19 24 113,71 0.09 0.60 0.62 











Entn 








Wirkung von Schilddriisen- und Milzexstirpation usw. 449 


bte Ratte (Mannchen). 





! Steigerung 





CO Ox Kaloriens Steigerung Steigerung der 

ad Respis | Bildung Verbrauch bildung rr wb. | Kalor.en- 

brauch rations* | pro kg und | pro kg und pro kg und | pro ky os pro on wall ~y oe Bemerkungen 
wuotient Stunde Stunde Stunde Stunde Stunde | Pr Stunde 

= g g Cal Proz. Proz. |  Proz. 

eae r der Entmilzung. 

RY . 

, 0,725 2118 | 2118 7,13 — — — Nuchtern 

At | 

fi 0791 2,228 | 2,094 6,97 _ — _ 2 

Al | | 

, 0,750 2.091 2,025 6,84 — _ — . 

Ob 

, 0.757 2.320 2,227 7,54 — — — . 

92 

"8 0,742 2.245 2.197 7,41 — _ — ° 

om 0,725 2.840 2.840 9,57 26,51 29,27 29,14 0.1 mg Adrenalin 

" 0,717 2,787 2,823 949 = 24,15 2850 | 28,06 | sete 

on 0,725 1,940 1,940 6,53 _ — — _Niichtern 

as 0.745 2.934 2,860 9,67 51,25 47,43 48,08 0,1 mg Adrenalin 

| 00,750 2,411 2,337 7,00 | 2428 | 2047 20,98  swekuten 

» 

= 0.781 3.235 3,011 10.24 a a am 0.1 mg Adrenalin 

: 0.710 3.219 3,094 11.05 — —_ — outiuten . 

8 iis peor os 

as 0,762 | 2,116 2,017 6,83 — _ _— Nuchtern 

62 0,754 2,744 2.643 8.93 29.76 31,04 30.75 0.1 mg Adrenalin 

- 0.725 | 2349 2349 7,91 11,01 16,46 15,81 sacle 

hderf... 

‘°F entmilzang. Am 23. VII. Milz entfernt. 

95 , 

“ 0,772 2,503 2,354 19) — — — _ Niichtern 

7] 0,734 2.492 2.467 8.31 | —044 4,80 4,01  0,l.mg Adrenalir 
0,757 2,798 2,685 9,00 | 11,79 14,06 ass | ae 

9? | . 

D5 0.758 2.549 2.442 8.27 | — — a Nuchtern 

63 11,796 3,082 2.814 960 | 2091 15,23 16,08 0.1 mg Adrenalin 
0.715 2,497 2,538 853 | —2,04 3,93 3,14 oubguten 

iy) 

2 0,747 2.956 2.874 972 | — — _- Nuchtern 

~ 0,780 2.829 2.635 896 | —430 —832 —7,82 01 mg Adrenalir 
0,848 3,207 2.749 9.47 849 —435 —257 subkutan 

st} 

4 0,777 2.584 2.415 11,73 — — — Nuchtern 

.s 0,816 3,620 3,224 15,78 | 40,10 33,50 34,53 0.1 ng Adrenalin 
0,793 3,016 2.761 13.43 | 16,72 14.33 14,49 pemenes 

ww 

1 0,782 3,086 2,803 9.55 — — — Nuvhtern 

- 0,765 3,750 3,559 ' 12.10 22.02 26.98 26,72 || 0.1 mg Adrenalin 
0,725 | 2780 | 2,780 936 —10,15 —082 ,—1,99 | sukuten 

t) . 

. 0,784 2.378 2,204 7.49 — — — Nuchtern 

9 0,776 3,188 2983 | 10,14 34,06 35,34 35,36 | 0.1 mg Adrenalin 
0,703 2,638 2,726 | 9,15 10,93 23,66 22.15 subkuten 
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In der niachsten Versuchsreihe berichte ich tiber die Versuche, 
in denen die Entfernung der Milz und der Schilddriise gleichzeitig 
bewerkstelligt wurden. 

In dieser Gruppe treten die Widerspriiche, denen man so hiiufig 
begegnet, offensichtlich zutage, denn bei dem einen Versuchstier kam 
es bei gleichzeitiger Entfernung der Milz und der Schilddriise zu einer 
Steigerung des respiratorischen Grundumsatzes und der Kalorien- 
bildung infolge von Adrenalininjektionen gegeniiber der Zeit vor der 
Operation. Beschrinke ich mich auf die GréBe der Kalorienbildung, 
so ist die prozentische Steigerung vor der Operation infolge von Adre- 
nalininjektion 19,53 Proz., nach der Operation aber 23,76 Proz. Hier 
hatte unzweifelhaft die gleichzeitige Entfernung von Schilddriise und 
Milz eher im Sinne einer Steigerung gewirkt, ganz anders bei dem 
anderen Versuchstier, wo vor der Operation die Kalorienbildung 
31,97 Proz. durch Adrenalininjektion gesteigert wurde, wihrend nach 
der doppelten Operation die Steigerung nur 11,33 Proz. betrug. 

In der letzten Versuchsreihe habe ich zuniichst die Milz entfernt 
und erst spiter die Schilddriise. Auch hier ist das Ergebnis ein sehr 
bemerkenswertes. Nach bloBer Entfernung der Milz betrug die pro- 
zentische Steigerung des Grundumsatzes durch Adrenalininjektion 
fiir die Kohlensiurebildung 31,56 Proz., fiir den Sauerstoffverbrauch 
32 Proz. und fiir die Kalorienbildung 31,97 Proz., als aber dazu noch 
die Schilddriise entfernt wurde, kam es nach der Adrenalininjektion 
zu einer sehr viel gréBeren Steigerung des Grundumsatzes und der 
Kalorienbildung. Sie bewirkte nimlich eine prozentische Steigerung 
der Kohlensiurebildung um 46,04 Proz., des Sauerstoffverbrauchs 
42.82 Proz., der Kalorienbildung 42,23 Proz. 

Es ist also wieder der Fall eingetreten, daB bei der doppelten 
tntfernung von Milz und Schilddriise Anzeichen dafiir vorliegen, 
daB namentlich die sonst so unfehlbare Schilddriisenwirkung nicht 
zum Ausdruck kommt. Freilich erhalt man diese Erscheinung durchaus 
nicht immer. Aber da sie doch bei den verschiedensten Versuchs- 
anordnungen gelegentlich zum Vorschein kommen, Versuchsanord- 
nungen, die in verschiedenen Arbeiten des Berner physiologischen 
Instituts mitgeteilt worden sind, wird man nicht umhin kénnen, ihr 
eine gewisse Bedeutung beizumessen. 


ZusammengefaBt, sind die Ergebnisse meiner Arbeit die nach- 
folgenden : 

1. Wenn auf eine Schilddriisenentfernung die Entfernung der 
Milz nachfolgt, so vermindert sich die stoffwechselsteigernde Wirkung 
der subkutanen Adrenalininjektion noch mehr als durch die bloBe 
Schilddriisenentfernung. 


30 * 
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Tabelle XII. 9.6 





Re 


Ver , Versuchs: Temperatur Korper: H, O- co, 
Jat > 
suchs: _— dauer im Kasten gewicht Bildung Bildung Verbrauch qu 
Nr 
1924 Std. °C 8 8 2 8 


Die Versuche mit Adrena! 


it 

l 20. X. 2.5 26 194,11 0.37 1,09 1.03 a 
4.0 26 191,94 0,39 1,77 1.68 

(0. 

2 22, X. 2.5 26 195,90 0.10 0,70 0.68 e 

4.0 26 194,46 0,30 1,78 1.65 | 

0. 

3 24. X. 2.5 26 192,16 0.32 0.98 O88 o 

4.0 26 189,01 0.27 1,82 1.64 , 

0 

4 27, X. 2.5 26 199.48 0.43 1.04 0.95 a 

4,0 2% 195,44 0,27 1,73 16 

0. 

5 29, X. 2.5 27 190,18 0,23 0.98 OK) e 

4.0 26 188,06 0,94 1.89 L777 

0, 

6 31. X. 2.5 26 189,48 0,48 1,10 1,03 a: 

4,0 26 187,16 1,19 1,79 1,70 

0. 

q 3. Xi. 3.0 27 196,16 0,32 1,12 1M 0: 

4,0 27 194,58 1,30 1,92 1,80 : 

Q: 

8 5. XT, 2.5 27 192,68 0.83 101 0.93 a: 

4.0 27 189,23 1,19 1,83 I is 


ir 
Die Versuche mit Adrenalin nach der Sch! 


9 13. XI. 2.5 27 163.87 0,26 O81 0.75 
4.0 27 162,07 0.60 1.50 1.34 

0 

lo 18. XI. 3.0 27 177,99 0.37 1.04 0.99 0- 
40 27 176,28 0,82 1,71 1 ti 

0.7 

1! 20. XT. 2.5 27 176,59 0.44 0.74 07] 07 
4.0 28 175,00 0.84 1,76 16 ; 

O47 

12 22. XI. 3.0 27 177,84 0,31 0.87 O87 es 
45 27 176,73 1,33 1,82 1.79 : 

07 

13 27. xX I. 25 26 190.80 0.42 O87 os 0 7 
4.0 26 187,14 1,18 1,72 157 < 

0,7 

4 . ma 2.5 26 182.26 0.17 0.74 0.74 07 

4,0 26 180.81 0,46 1,38 1.35 on 

4 

15° 3. X11. 2.5 27 181,68 0.24 0.82 Th 07 

4.0 27 180,72 0,39 1,43 1,37 on 

4 

16 5. X11 25 27 187.00 0.2 0.76 0,72 08 


4.0 27 181,59 0,42 152 138 
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schwanzgefairbte Ratte (Weibchen). 





Gru 
ipp 
Respiras 
, ions. 
erhrauch quotient 
vor der 
drenal 0.769 
1,08 0,765 
1.8 
0.748 
hos 0.748 
1.65 
0.809 
OSS 0.806 
1.64 
0.795 
0,99 0.781 
1.6) 
O.791 
OK) wed 
? O70 
177 
0.776 
1.03 nae 
0.765 
L70 
0.768 
10 nee 
’ O77 
PS 
0,789 
0.93 0.791 
fis 
lriisen- 
r Schil 
© 0,785 
poe 0.813 
1.34 
0.763 
) ay ee 
0.757 
164 
0.757 
7] om, 
0.770 
1 bt 
: 0,725 
Os 0.739 
17 
0.761 
Os) 0.796 
1st 
0,725 
74 o 
0,743 
1.3 
0,745 
‘i 0.758 
137 
s 0,767 
U,ts 0.800 


und 


CO 


Bildung Verbrauch 
‘o kg und pro kg und 
Stunde 


pro kg und pr 
Stunde 


Operation. 


2.246 
2,305 
1,429 
2.288 
2,040 
2407 
2.085 
2,213 
2,061 
2.513 
2.322 
2.391 
1.903 
2 467 
2.097 


2.418 


L977 
2314 
1,948 
2.425 
1,676 
2514 
1.631 
2.289 
1,824 
2.298 


1,624 
1,908 
1,805 
1,978 
1,626 
2,093 


Kalorien- 
bildung 


6,24 
7.07 
6.28 
7.93 
548 
8.05 
5.49 
7.58 
5.89 
7.16 
5AT 
6,30 
5,95 
6,42 
5,23 
6.48 


Steigerung Steigerung 


der CO, 
Bildung 


Proz. 


2.63 
53,10 


17,99 
614 
21.93 
2.97 


20.64 


1531 


Milzentfernung (7. XI. operiert). 


16.28 
24.49 


49.99 
40.35 


25,99 
17.49 
9.58 


28,73 


Steigerung 
der 
Kalorien- Bemerkunygen 
bildung 
Proz 
_— Nuchtern 
3.060 0,1 mg Adrenalin 
suokutan 
— Nuchtern 
52.51 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 
— Nuchtern 
18.52 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 
Nuchtern 
8.77 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 
— Nuchtern 
24.14 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 
— Nuchtern 
4.35 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 
— Nuchtern ° 
28.63 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 
— Nuchtern 
14.90 0.1 mg Adrenalin 
subkutan 
- Nuchtern 
1331 0.1. mg Adrenalin 
subkutan 
— Nuchtern 
26,28 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 
— Nuchtern 
46,86 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 
— Nichtern 
S806 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 
— Nuchtern 
21.55 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 
om Nichtern 
15,18 01 Adrenalin 
subkutan 
— Nuecbtern 
7.89 0.1 me Adrenalin 
subkutan 
— Nuchtern 
23.92 0,1 Adrenalin 
subkutan 
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Tabelle XIII. 9. Gruppe BWei 
Ver. Versuchss ‘Temperatur Korper- H,O:; CO, ( 
suchs+ Datum dauer im Kasten gewicht Bildung Bildung Verbrauch 
Nr 
1924 Std. oC zg 2 2 g 
Die Versuche mit Adreialj 
| 14. X. 25 25 137.35 0.24 0.90 O88 
40 26 136.54 0.58 1,62 162 
2 16, X. 3.0 26 134,52 0,52 1,02 O07 
40 26 133.55 0.69 1.46 136 
3 a 8 25 26 132.81 0.32 O85 O73 
4,0 26 132,08 0,25 1,53 I 44 
4 23. X. 25 26 37,73 0,20 0,72 0,70 
4,0 26 137,73 0,20 1,39 1.30 
> 26. X. 3.5 26 140,55 0.38 1,06 0.99 
4.0 26 139.86 0.37 1.73 1.67 
6 30, X. 3.0 26 140,34 0.25 0.88 0.83 
4.0 26 139,10 0.45 1,75 14 
7 as 2.0 26 141,88 O14 0.61 0.58 
4.0 26 140.46 O82 1.67 15} 
Ss 4.X1. 3,0 27 144.35 0.25 O87 O83 
40 27 141 81 0,60 1.66 157 
9 6. X1. 2.5 27 141.54 0.34 0.73 O07] 
4.0 27 139.54 0.54 1,64 152 
10 8. XT. 25 27 138,21 0.25 0.74 0.71 0,7. 
4.0 27 136.21 0.53 1.65 152 0,7) 
Die Versuche mit Adrenalin nach der Schild riser 
" a I. 2,5 27 125,47 0,27 0,79 0.72 0,7! 
4.0 27 122.87 0.50 141 124 0,8) 
12 29. XT. 2.0 27 130,85 0.24 0.59 O53 0,8 
5.0 27 129.70 LJl 157 14 0,78 
13 1, X11. 2,5 26 125,16 0.40 0,64 0,62 0,7! 
4.0 26 133.89 0,54 1.16 1.04 0,78 
14 3. X11 2.5 27 129,10 0,29 0,62 O62 0,72 
4,0 27 126,93 0,64 1,25 119 0,76 
15 5. Xi, 25 27 125,42 0,33 0,58 O56 0,75 
40 27 124,88 0,44 1,12 0.4 0,86 
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Weibe Ratte (Weibchen). 





ippe 
CO Ov Kaloriens | Steigerung  Steigerun Steigerung 
Dos Respiras Bildung Verbrauch bildung y oO . | = der 
brauch tions. Ps kg und ars kg und pro kg und der 7 des O2- Kalorien- Bemerkungen 
quotient tunde tunde Stunde Bildung | Verbrauchs bildung 

g g g Cal Proz. | Proz. Proz. 

enaln vor der Operat ion. 

)NS 0,743 2,621 2563 8,65 — — — Nuchtern 

62 0,725 2.966 2,966 9.99 13,16 15,73 1550 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 

OT 0,764 2.528 2,404 8.14 —_ me _ Nichtern 

36 0,780 2.733 2.546 8.66 8.11 591 6.39 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 

73 0,846 2,560 2,199 7.57 — — — Nichtern 

A4 0,772 2,896 2.726 9.25 13,13 23,97 22.18 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 

70 0,747 2.091 2.033 6.87 — — -= Nuchtern 

30 0.777 2.543 2.379 8.09 21,62 17,02 17,75 0,1 mg Adreaalin 
subkutan 

90 0.778 2,155 2.013 6.84 — —_ —_ Niichtern 

67 0.753 3,092 2.985 10,09 43,48 48,30 47,50 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 

83 0,770 2,090 1,971 6,69 _ — _— Nichtern 

4 0,775 3,145 2,948 10,02 5047 49.56 49.78 01 Adrenalin ‘ 
subkutan 

3S 0.764 2.150 2.044 6,90 — — — Niichtern 

5 0.803 2,922 2.688 9.17 35.91 3151 32,79 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 

83 0.761 2,009 1917 6,20 a —_ — Niichtern 

GY} 0,768 2,927 2.768 9.39 45,69 44.40 51,45 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 

71 0,769 2,063 1,950 6,62 — - — Nuchtern 

52 0,784 2.938 2.72 9.26 42.41 39.04 39,90 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 

71 0,757 2,142 2,055 6,96 — — — Niichtern 

52 0.789 3,028 27%) 9.50 41,37 35.77 36,50 01 Adrenalin 
subkutan 

Schild ffriisen- und Milzentfernung (8. XI. operiert). 

72 0,797 2,519 2.295 7,83 — _ _ Néchtem 

Pap 0813 2.735 2.444 8.36 8,58 6.49 6.77 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 

53 0,809 2.255 2.025 6.93 — — — Niichtern 

41 0,781 2,421 2.251 7.65 7,36 11,16 10.39 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 

62 0,750 2.045 1,982 6,70 — — _ Nuchtem 

TT 0,795 2,341 2,139 7,30 14,47 7.92 8,96 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 

62 0,725 1,821 1,921 647 — -- ~ Nichtern 

hy 0,763 2.462 2.344 7.94 28,16 22.02 22,72 0,1 mg Adrenalin 
subkutan 

Mi 0,752 1,850 1,786 6,04 _ - _ Nuchtern 

4 0.866 2.242 1.882 651 21,19 538 7.79 0,1 mg Adrenal n 


sunkutan 
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2. Die ausschlieBliche Entfernung der Milz kann die Anspruchs- 


fahigkeit des Organismus auf Adrenalin herabsetzen, muB es aber nicht. 

3. Wird Milz und Schilddriise in einer Sitzung entfernt, so erhilt 
man verschiedene Resultate ; die einen bestehen darin, daB ganz deutlich 
die umsatzsteigernde Wirkung von Adrenalin gegen die Norm erhéht 
ist, waihrend in anderen Fallen keine Steigerung, sondern eine Ver- 
minderung eintritt. Diese Verschiedenheit mag darauf beruhen, daf 
die Entfernung der Milz in gewissen Fallen eine Uberwertigkeit aller 
Organe hervorrufen kann, in gewissen anderen Fallen aber das Gegentei! 
bewirkt, wofiir Analogien aus anderen Untersuchungen vorliegen. 

4. Auch wenn zuerst die Milz und dann die Schilddriise entfernt 
wird, kann es zu einer merklichen Wirkungssteigerung der subkutanen 
Adrenalininjektion auf den respiratorischen Grundumsatz kommen 











Studien iiber intermediiren Kohlenhydratumsatz an der Leber. 


VIIL. Mitteilung: 


Phosphatase und Phosphatese der Hexosediphosphorsiure in der Leber 
unter Beriicksichtigung des Insulins. 


Von 
Theodor Brugseh und Hans Horsters. 
(Aus der Il. medizinischen Klinik der Charit¢.) 
(Eingegangen am 9. Januar 1925.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 
1. Teil. 
Die Leberphosphatase der Hexosediphosphorsiaure. 

In unserer sechsten Mitteilung') (Uber die Zwischenzucker in Leber 
und Muskulatur) hatten wir gezeigt, daB die in Leber und Muskulatur, 
besonders reichlich unter Insulineinwirkung, auffindbaren Zwischen- 
zucker zu einem kleinen Teile aus phosphoryliertem Kohlenhydrat 
bestehen, zu einem gréBeren Teile aus Polysacchariden, die nach Auf- 
spaltung linksdrehende Zucker (neben rechtsdrehenden) ergaben. 
Wir haben den Vorgang der Glykogensynthese aus der Glykose infolge- 
dessen durch folgendes Schema veranschaulicht. 


Glucose 


Ge 


Reaktion 


tomate | Milchsiiture — CO, 
PI + Phosphorsaure Aktivierung 


d-Fructosediphosphorsiure durch 
’ d- Fructose Insulin 
Komplex von + + Phosphorsiure 


Glucose 





Glykogen 
. A, - . . i 
Ks galt nunmehr, diesen Proze} im einzelnen weiter zu verfolgen, 
wobei das Hauptmoment zuniichst auf die Hexosediphosphorsaure 
gelegt werden mubte. 


') Diese Zeitschr. 151, Heft 3 4, 1924. 
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Die Hexosediphosphorsaure ist bekanntlich 1905 von A. Harden und 
W.I. Young") als intermediires Reaktionsprodukt beim Garvorgang ent- 
deckt worden, was von den Autoren durch folgende Gleichung ausgedriickt 
worden ist: 
2C,H,,0, + 2RZHPO, = 2CO, + 2C,H,O + CyH,,0,(PO,R 4), + 2H,O. 

C. Neuberg, E. Farber, A. Levite und E. Schwenk*) wiesen sodann nach, 
daB der Zucker der Hexosediphosphorsiure Fructose ist, allerdings konnten 
spiter C. Neuberg (|. c.,58.2) und H. Euler*) zeigen, daB der Giarungs- 
vorgang nicht allenthalben iiber die Hexosediphosphorséure  verliiuft, 
sondern daB es eine ganze Klasse typischer Hefen, nimlich die obergirigen, 
gibt, die regelrecht vergiren, aber nicht nachweisbar Fructosediphosphor- 
siiture bilden; das gilt nach Neuberg zum mindesten auch fiir eine Anzah! 
Unterhefen. 

Fiir den tierischen Organismus hat Embden mit seinen Mitarbeitern 
die Bedeutung der Fructosediphosphorsiiure — des Embdenschen Lacta- 
cidogens — erhellt. Embden, Griesbach und Schmitz*) waren auf Grund 
von Versuchen am PreSsaft frischer Hundemuskeln zu der Ansicht ge- 
kommen, daB die im PreBsaft auftretende Milchsiurebildung unter fermen- 
tativer Spaltung eines hexosephosphorsdureartigen Komplexes erfolgt, 
dann konnten Embden und Laquer®) zeigen, daB man aus frischen Muskel- 
extrakten mit Baryt neben Phosphorsiure und neben einer bis dahin un- 
bekannten Nucleinséure eine Substanz ausfillen kann, welche einen redu- 
zierenden Kohienhydratkomplex und daneben organisch gebundene Phos 
phorsiure enthilt [von Embden, Kalberlah und Engel*) Lactacidogen 
genannt]. Dann zeigten Untersuchungen von Embden, Griesbach und 
Laquer’), daB der Abbau der Sechs-Kohlenstoffzucker in der Muskulatur 
und allem Anschein nach auch in anderen tierischen Organen nur unter 
intermediairer Bindung an Phosphorsiéure erfolgen kann, womit eine weit- 
gehende Analogie zwischen dem Hauptabbauvorgang der Kohlenhydrate 
im tierischen Organismus und den Abbauvorgingen bei der Hefegiirung zu- 
tage trat. Den Schlubstein bildeten die Untersuchungen von Embden 
und Laquer*), die zeigten, daB das sogenannte Lactacidogen der Muskulatur 
identisch mit der Hexosediphosphorsaure der Hefe ist. 

Weiter zeigten dann Untersuchungen von Embden, Schmitz und 
Meinecke*), daB die Hexosediphosphorséure in der Muskulatur durch 
Muskelarbeit stark vermindert wird, woraus sie den SchluB zogen, dafi 
das Lactacidogen die Titigkeitssubstanz des quergestreiften Muskels ist. 
So fand Embden™) auch, daB der rascher arbeitende weiBe Kaninchen- 
muskel reicher an Lactacidogen ist als der ausdauernde rote. Danach 


1) Proc. of the Chem. Soc. 21, 189, 1905; 24, 115, 1908; Proc. Roy. 
Soc. B. 77, 417, 1906; 80, 299, 1908; S1, 336, 1909; diese Zeitschr. 32, 
172, 1911. 

2) Diese Zeitschr. 88, 244, 1917; 108, 320, 1920. 

8) Ebendaselbst 86, 338, 1918. 

4) H. S. 98, 1, 1914. 

5) H. S. 98, 94, 1914. 

6) Diese Zeitschr. 45, 45, 1912. 

7) H. S. 98, 124, 1914. 

118, 1, 1921. 
118, 10, 1921. 


x 


bo 


H. 
®) H. 


©) Med. Klinik 19, 732, 1919. 














Kohlenhydratumsatz. VILL. 461 


sei also gewissermaBen das Lactacidogen der Ausdruck fiir den Zustand 
erhéhter Arbeitsbereitschaft; das Muskelglykogen sei nur eine Reserve fiir 
das Lactacidogenkohlenhydrat, die eigentliche Betriebssubstanz aber das 
Lactacidogen. ,,Der Umstand, daB Phosphorsdiure im Siaugermuskel nur 
dann frei wird oder, richtiger gesagt, frei bleibt, wenn keine erheblichen 
Kohlenhydratbestiinde mehr zur Verfiigung stehen, erfahrt seine unge- 
zwungenste Deutung durch die Annahme, da8 in Gegenwart von Kohlen- 
hydrat die Phosphorsiiure immer wieder durch einen synthetischen, assi- 
milatorischen ProzeB gebunden wird’ [E. Schmitz*))]. 

So wird denn die Phosphorsiure zum Mittel, um jeweils das Lacta- 
cidogen zur Arbeitsbereitschaft im Embdenschen Sinne zu _ bilden. 

Man hat nun weiter die Frage untersucht, wie verhalt sich der tierische 
Organismus gegeniiber der Hexosediphosphorsiiure ? So fanden z. B. Euler 
und Funcke*) nach Verabreichung von Calciumhexosediphosphat per os bei 
Kaninchen eine Aufspaltung, indem die Phosphorsiure zum gréBten Teile 
als anorganische Phosphorsiure im Harne wieder erschien, ferner fanden 
sie, daB der Glycerinextrakt der Darmschleimhaut aus der Hexosephosphor- 
siture Phosphorsiure abspaltet ; das gleiche bewirkt der Darm des Schweines 
[Zuler*)]. Nach Hagemann*) spaltet auch UteruspreBsaft, Nieren- und 
Hodenprebsaft Lactacidogen. 

Tomita®) studierte die Spaltung der tierischen Organe fiir Hexose- 
monophosphorsiiure, die nach Neuberg*®) durch partiellen Abbau der Hexose- 
diphosphorsiiure erhalten werden kann; Tomita fand bei Kalt- und Warm- 
bliitern ein Spaltungsvermégen der Organe, besonders stark in der Niere, 
am sehwiichsten in der Muskulatur. Takahashi?) und Forai*) untersuchten 
das Spaltungsvermégen fiir Hexosemono- und fiir Hexosediphosphorséure 
menschlicher Organe und fanden ein solches in allen untersuchten Organen: 
Leber, Muskel, Schilddriise, Darm, Blut, Nebenniere, Uterus, Hoden und 
im Carcinomgewebe. 


Danach darf es also als gesichert anzunehmen sein, dafB die Organe 
des Warmbliiters gegeniiber der Hexosediphosphorsaiure ein enzymati- 
sches Spaltungsvermégen besitzen. Dieses Enzym soll als Phosphatase 
bezeichnet werden. Wir haben nun zuniachst die Phosphatase an der 
Leber von Hunden im Durchstrémungsversuch studiert. 


Phosphataseversuch an der normalen Hundeleber. 
Versuch 4. 
Ein gut geniihrter Hund wird durch Carotisschnitt voéllig entblutet 
und die Leber herauspriipariert. 
Die Leber wird mit 1 Liter Ringerlésung mit 0,1 proz. Glucose, der 
1g Hexosediphosphorsiiure als Natriumsalz zugesetzt worden ist, im 


7 
1) Klin. Wochenschr. 1, Nr. 9, S. 432, 1922. 
*) H. S. 77, 488, 1912. 
3) H. S. 79, 375, 1912. 
4) H. S. 98, 54, 1914. 
5) Diese Zeitschr. 181, 170, 1923. 
*) Ebendaselbst S88, 432, 1918. 
7) Ebendaselbst 145, 178, 1924; 146, 161, 1924. 
5) Ebendaselbst 145, 47, 1924. 
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Verlauf von | Stunde 40 Minuten bei 38° C durchblutet. Nach jeder Durch- 
blutung wird eine Stichprobe der Durchblutungsfliissigkeit auf den Re- 
duktionswert (nach Folin-Wu) und auf den Polarisationswert untersucht, 
ferner die anorganische Phosphorsiure nach Embden bestimmt). 


Gehalt der Ringerlésung (Proz.) an anorganischer H,PO, = 0,0, Reduk- 
tionswert (berechnet auf Glucose) = 0,161, Drehung (2-dm-Rohr) = + 0,14°. 


Durchblutungsversuch. 





Haufigkeit Zeit der nee ey Drehungswert Anorganische 
der Durchblutung Glucose im H, PO, 
Durchblutung nach Beyinn . 2-dm-Rohr 

| Proz. mg-Proz 
lx 20’ 0,140 t. O.14° 68 
2x 40 0.156 +014 5.6 
3 x 60 0,179 +- O18 5.4 
5 x 100 0,235 + 0.26 14.8 
7x 140 0,250 4+- 03 18.8 


Die Leber (nach einer Analyse von 10g Leber) enthielt vor der Dureh- 
strémung 3,3 Proz. Glykogen, nach der Durchstr6mung 2,7 Proz. Glykogen. 


Diskussion der Resultate. 

Eine Spaltung der Hexosediphosphorsiiure hat stattgefunden, 
und zwar zunehmend unter Freimachung bis zu 188 mg anorganischen 
H, PO, aus 1 g hexosediphosphorsaurem Natrium. Nehmen wir rund 
400 mg anorganische H, PO, als maximalspaltbare Menge an, so waren 
das 47 Proz. Linksdrehender Zucker ist technisch nicht nachweisbar, 
da gleichzeitig eine starke Zuckerausschiittung von rechtsdrehendem 
Zucker erfolgt (siehe Reduktions- und Polarisationswerte); dem- 
entsprechend hat auch die Leber einen Verlust von 0,6 Proz. Glykogen 
aufzuweisen. 

Nachdem wir die Spaltung der Hexosediphosphorsiure durch die 
normale Leber bestatigt hatten, sind wir zuniachst dazu iibergegangen, 
die Phosphatase an der Leber eines pankreopriven Hundes zu studieren, 
einmal ausgehend von der Vorstellung, daB die Phosphatase im inter- 
mediiren Kohlenhydratumsatz auch durch das Pankreas abgestimmt 
sein muB, sodann auch in der Erwartung, bei einer glykogenarmen Leber, 
wie sie dem pankreasdiabetischen Hunde zukommt, eventuell den 
Nachweis der Spaltung der Hexosediphosphorsiure in anorganische 
Phosphorséure und linksdrehenden Zucker erbringen zu kénnen. 


Phosphataseversuche an der Leber eines pankreopriven Hundes. 
Versuch J. 10. Juli 1924. 
Einem Hunde ith Gewicht von 3,5 kg wird am 7. Juli 1924 das Pankreas 
total exstirpiert. 





') Vel. unsere Methodik im einzelnen in unserer ersten Mitteilung, 
diese Zeitschr. 147, Heft 1/2, 1924. 
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Am 8. Juli kein Harn. 


Am 9. Juli 480 cem Urin, dreht 1,43° = 2,7 Proz. 12,96 g 
Tageszucker. 

Hunger ) am 10. Juli 375 ccm Urin, dreht 1,25° = 2,36 Proz. = 8,85 g 
Tageszucker. 


Tétung des Hundes am 10. Juli durch Entblutung aus den Carotiden. 

Durchblutung der Leber bei 38°C mit Ringerlésung und 0,1 Proz. 
Glucose, der 0,1 Proz. hexosediphosphorsaures Natrium zugesetzt wurde. 
Nach jedesmaliger Durchblutung wurde ‘eine Stichprobe zur Analyse 
entnommen. 

Polarisationswert der Ringerlésung vor der Durchblutung = + 0,12; 
Reduktionswert 0,147 Proz. (berechnet auf Glucose); Gehalt an anorga- 
nischer H,PO, = 0,0. 

Durchblutungsversuch. 





Reduktionswert, 


Haufigkeit Zeit der r Drehungswert Anorganische 
der Durchblutung a im Hg PO, 
Durchblutung nach Beginn 2-dmsRohr 

Proz. my-Proz. 
lx lV’ O.155 +- 008° 3.5 
2x 20 0.161 / O10 3,7 
3 x 40 0.160 + 0,08 5.0 
5x 100 0.154 L 0.02 6.8 
7x 140 O.179 + 0.02 98 


Diskussion der Resultate. 

Eine Spaltung der Hexosediphosphorsiure hat stattgefunden, 
wenn sie auch hier geringer als im vorigen Versuch zu sein scheint 
(statt 188 mg dort, hier nur 98mg anorganischer H,PO, aus rund 
400 mg anorganischer H,PO, der Hexosediphosphorsiure, das sind 
rund 25 Proz.). Die Abnahme der Rechtsdrehung ist nur auf Frei- 
werden linksdrehender Zucker zuriickzufiihren, so daB die Annahme 
hier berechtigt ist, da Hexosediphosphorsiure in Fructose und an- 
organische H, PO, gespalten worden ist. 

Es hat also auch die pankreoprive Leber eine wirksame Phosphatase 
der Hexosediphosphorsdure, auch wenn diese méglicherweise ein geringeres 
AusmaB an Wirkung zeigt, als bei der gesunden Leber. Die Aufspaltung 
geschieht in d-Fructose und anorganische H, PO,. 


Wir haben nun diese Versuche wiederholt. 


Versuch 2. 

Einem Hunde von etwa 4kg Gewicht wird am 18. Juli 1924 das 
Pankreas total exstirpiert. Am 20. Juli fribt das Tier wieder. Harnmenge 
vom 20. und 21. Juli betragt 1400 ccm, reduziert stark; dreht + 2,73° 
= 4,78 Proz. Glucose oder 67 g Gesamtzucker. Am 23. Juli ist der Harn 
und Kot vermengt, am 24. Julierbricht das Tier. Starke Zuckerausscheidung 
am 24. und 25. Juli. 

Am 25. Juli wird das Tier durch Carotisschnitt entblutet. Ein Leber- 
lappen von 40g wird abgebunden und zur Gasanalyse wie chemischen 
Analyse verarbeitet, die iibrige Leber durchblutet mit Ringerlésung, die 
auf 1 Liter 1g Hexosediphosphorsiure als Natriumsalz enthilt. 
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Reduktionswert der Ringerlésung nach Folin-Wu (berechnet auf 
Glucose) = 0,138 Proz., Drehungswert (im 2-dm-Rohr) 0,12 Proz., an- 
organische H,PO, = 0,0, 


Durchblutungsversuch. 





| Reduktionswert, 


Haufigkeit Zeit der berechnet auf. | Drehungswert Anorganische 
er Durchblutung Glucose | im Hg PO, 
Durchblutung nach Beginn . 2-dmsRobr 
Proz. mg-Proz. 
3 > 60! 0.156 + 0.09° 24 
ix 120 0.134 + 0,04 6.6 


Gleichzeitig wurde hier der Zuwachs an Milchséure bestimmt (nach 
der Methode von Clausen-Meyerho}), der nach 60 Minuten 23,2 mg-Proz., 
nach 120 Minuten 30,8 mg-Proz. betrigt. 


Diskussion der Resultate. 

Auch hier hat eine Spaltung der Hexosediphosphorsaure in an- 
organische H,PO, (66mg von rund 400 mg = 17 Proz.) und in links- 
drehenden Zucker (Abnahme der Rechtsdrehung) stattgefunden. 
Andererseits ist aber ein erheblicher Zuwachs an Milchsaure eingetreten, 
und zwar betriyt dieser auf 1 Liter Ringerfliissigkeit, berechnet nach 
120 Minuten, bereits 76mg. Dieser kann unméglich aus der Hexose- 
diphosphorsiure hergeleitet sein, sondern muBte aus der Leber selbst 
stammen, und in der Tat lieB sich nachweisen, daB der Milchsiuregehalt 
in dem PreBsaft der Leber vor der Durchstrémung (berechnet auf 100 g¢ 
Substanz) 145 mg, nach der Durchstr6mung nur noch 55 mg betrug, dal} 
ferner die Leber an reduzierenden Substanzen vor der Durchstrémung 
2,25 Proz., auf Glucose berechnet, nach der Durchstrémung nur noch 
rund 1,8 Proz., auf Glucose berechnet, enthielt. Der Gehalt an an- 
organischer H,PO, hatte sich in der Leber nach der Durchstrémung 
nicht vermehrt, er betrug 50mg pro 100g Leber). Der Glykogen- 
gehalt der Leber blieb vor und nach der Durchblutung bei 0,36 Proz. 

Zusammenfassend kann man auch fiir diese pankreoprive Leber das 
Vorhandensein einer Phosphatase der Hexosediphosphorsdure annehmen, 
die diese in Fructose und anorganische H, PO, spaltet, wihrend die Zu- 
nahme an Milchsdure sich ungezwungen aus intermedidren Milchsdure bzw. 
Zuckervorrdten der Leber herleiten lapt. Diese Tatsache erscheint uns von 
ganz besonderer Bedeutung, weil damit die Bedeutung der Phosphatase, wie 
noch auseinandergesetzt werden soll, in ein besonderes Licht geriickt wird. 

Es lag natiirlich nahe, der Frage nachzugehen, wie verhilt sich 
die Leber eines pankreopriven Hundes gegeniiber der Hexosediphosphor- 
siure bei gleichzeitiger Insulinzufuhr, ferner die insulingespeicherte 
normale Leber. 

Wir haben zwei dementsprechende Versuche durchgefiihrt. 
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Phosphataseversuch an der Leber eines pankreopriven Hundes 
bei gleichzeitiger Insulinspeicherung. 


Versuch H. Journal III, 22. 


Einem Hunde wird am 24. November 1924 das Pankreas total ex- 
stirpiert, nachdem ihm bereits am 10. November eine Pankreasfistel zur 
Untersuchung der auBeren Funktion des Pankreas angelegt worden war. 
Diese Fistel hatte fast bis zum Tage der Operation gut funktioniert. Harn- 
menge vom 30. November bis 1. Dezember = 3000 ccm. Harnzucker 
3.32 Proz. Gesamte Zuckermenge zweier Tage 99,6 g. 


Das Tier erholte sich von der Operation auffallend schnell, wurde 
aber am 3. Dezember, da es sehr schwach wurde, durch Carotisschnitt 
entblutet. [Von diesem Tiere wurde ein Stiick der Leber vor der Pankreas- 
exstirpation (24. November) und am Tage des Todes (3. Dezember) zur 
histologischen Untersuchung entnommen.] Ein Teil der Leber wurde ab- 
gebunden und der intermediire Stoffwechsel an der Leber-Ringerauf- 
schwemmung studiert, die Hauptmenge der Leber wurde zum Durch- 
strémungsversuch mit Ringerlésung (mit 0,2 Proz. Glucose), der 1 g hexose- 
diphosphorsaures Natrium zu 1 Liter zugesetzt wurde, verwandt. 


Durchblutungsversuch mit Insulinzusatz. 





Haufigkeit Anorganische | Drehungswert 
er Hy PO, im Pu . 
Durchblutung my-Proz. 2-edm-Robr 
1 x 3 + 0,18° 54 
3x 3 + 0.21 50 
5 x 5 + 0.16 5,2 
7x 8 + 0,06 om 


Die Durchblutungsiliissigkeit, der 20 Einheiten Insulin (= lecem von 
Burroughs & Welcome) zugesetzt worden waren (sie enthielt statt 0,1 0,2 g¢ 
Glucose !), drehte + 0,22; der Reduktionswert war nicht bestimmt worden. 
Der py Wert betrug 6,9. 





Der Glykogengehalt der Leber betrua vor der Durchblutung, fiir 100 q 
berechnet, 0,14, nach der Durchblutung 0,16 q. 


Diskussion der Resultate. 


Die Insulinzufuhr hat die Abspaltung von Phosphorsiure nicht 
verhindert. Es wurden (von etwa 400 mg der anorganischen H, PO, 
in 1g hexosediphosphorsaurem Natrium) 80 mg = 20 Proz. etwa ab- 
gespalten. Der Drehungswert des Zuckers nimmt ab, was sowohl aus- 
gedeutet werden kann als Auftreten linksdrehender Zucker (Fructose 
bzw. Fructosekomplexe), wie als Verschwinden von Zucker. In diesem 
Sinne lieBe sich die Zunahme des Glykogens in der Leber von 0,1 auf 
0,15 Proz. ausdeuten. (Wegen der Wichtigkeit dieses letzten Befundes 
sollen Versuche in dieser Richtung spiter weitergefiihrt werden.) 
Jedenfalls unterbricht das Insulin die Phosphatase nicht. 

Biochemische Zeitschrift Band 155, 31 
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Phosphataseversuche an der Leber eines insulinisierten Tieres 
im hypoglykimischen Komplex. 
Wir haben schlieBlich noch die Durchblutungsversuche an einem 
Hunde vorgenommen, der durch Insulin in einen hypoglykamischen 


Komplex versetzt worden war. 


Versuch 5. 31. Juli 1924. 

Ein Gallenfistelhund, der 8 Wochen im Versuch gestanden hatte, 
erhailt 9 Uhr vormittags 20 Einheiten Insulin Norgine und bekommt gegen 
11 Uhr deutliche hypoglykaimische Erscheinungen (einzelne klonische 
Zuckungen): darauf Tétung durch Entblutung aus der Carotis. 

Die Leber, von der ein Stiick zum Studium des Gaswechsels verwandt 
wurde, wird durchstrémt mit Ringerlésung, der 1g hexosediphosphor- 
saures Natrium und 10 Einheiten Insulin (Norgine) zugesetzt worden waren. 
Die Ringerlésung enthielt 0,1 Proz. Glucose. 


Durchblutungsversuch. 





Zuckergehalt 
Haufigkeit Zeit der nach Folin-Wu, Drehungswert Anorganische 
der Durchblutung eee on im H,PO, 
Durchblutung nach Beginn — 2-dm-Rohr . 
Proz. mg:Proz. 
3x 60" 0,117 + 014° 12 
7x 140 0.125 + O14 12 


Die Durchblutungsfliissigkeit ergab einen Drehungswert von 0,12, 
Reduktionswert von 0,161, Glykogengehalt der Leber vor der Durch 
blutung 0,16 Proz., nach der Durechblutung 0,06 Proz. 


Diskussion der Resultate. 


Es wurden, fiir | Liter der Lésung berechnet, 120 mg anorganische 
H, PO, abgespalten, d. h. etwa 30 Proz. von etwa 400 mg der organisch 
gebundenen H,PO, der Hexosediphosphorsaure. Linksdrehender 
Zucker laBt sich nicht nachweisen, im Gegenteil hat der Drehungswert 
nach der +-Richtung zugenommen, dagegen der Reduktionswert der 
Lésung sich vermindert. Auch der Glykogengehalt der Leber hat 
abgenommen. Auch hier hat also Insulinisierung bis zum hypogl ykdmischen 
Komplex die Phosphatasewirkung nicht gehindert. 

Fassen wir nun alle unsere Ergebnisse zusammen, indem wir die 
Versuche untereinander vergleichen, was wir durchaus tun kénnen 
in Anbetracht der Tatsache, daB wir annahernd immer gleich groBe 
Lebermengen zur Durchstrémung verwandten, die Durchstrémungs- 
zeit auf etwa 1 Stunde und 40 Minuten ausdehnten, | Liter Ringer- 
lésung mit 0,1 Proz. Glucose (bis auf eine Ausnahme) und 1 g hexose- 
diphosphorsaures Natrium verwandten, so ergibt sich folgendes Bild. 
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Versuchstier: Hund, Organ: Leber. 





poner Zu- oder 
Zustand saa i ae Abspaltung — 
des Tieres er von Zucker? gehaltes 
Proz. der Leber? 
Linksdrehender Zucker 
| nicht nachweisbar in- | 
Normal 47 folge Ausschiittung Abnahme 
| rechtsdrehender | 
Zucker 
Pankreasdiabetischer | o { Ja | oe 
Hund | ai | Linksdrehender Zucker | 
Pankreasdiabetischer | 7 { Ja | steich 
Hund | . | Linksdrehender Zucker | * 
Pankreasdiabet ischer 
Hund. Zusatz von | ’ a 
Insulin zur Durch- 20 . : ‘ Zunahme 
stromungsfliissig- | | Linksdrehender Zucker | 
keit 
G fiste i . ¢ 
— we lhund - Linksdrehender Zucker 
ypoglykiimischem : sailed : 
K ge ee nicht nachweisbar in- 
omplex. Zusatz ‘ mohii 
: a 30 folge Ausschiittung Abnahme 
von Insulin zur 7 
~ rechtsdrehender 
Durchstrémungs- rer seen 
fliissigkeit ‘ 


Wir lassen es zunachst noch dahingestellt sein, ob etwa durch die 
Pankreasexstirpation die Phosphatasewirkung der Leber geschiidigt 
wird, denn erstens liegen die Werte nicht so verschieden von der Norm, 
sodann erhéht Insulinzusatz zur Durchstrémungsfliissigkeit bei der 
Leber pankreopriver Hunde nicht die Phosphatasewirkung; woh! aber 
kann man bei den pankreopriven Lebern, die keine Glucose wie die ge- 
sunde Leber ausschiitten, da sie glykogenarm sind, die Spaltung der 
Hexosediphosphorsdure in anorganische Phosphorstiure und links- 
drehenden Zucker zeigen. 

Wir fiihren hier nur noch zwei Versuche an, die an Lebern thyreo- 
priver Hunde in Durchstrémungsversuchen mit Hexosediphosphor- 
siure gewonnen sind und die uns in mancher Beziehung noch eine 
Klarung der Phosphatasewirkung zu geben imstande sind. 


Versuch G. Journal ITT, 10. 


Ein 8 kg schwerer Hund wird am 24. November thyreoidektomiert mit 
Erhaltung der Epithelkérperchen. Am 1. Dezember zeigt sich das Tier 
bei normaler Ernihrung sehr geschwiicht. Nach der Tétung am 1. De- 
zember wird die sofort entnommene Leber, von der ein Teil zur Erforschung 
des intermediiiren Umsatzes abgetrennt ist, lebenswarm bei 38°C mit 
1 Liter Ringerlésung (mit 0,1 Proz. Glucose), nachdem I g hexosediphosphor- 
saures Natrium zugesetzt worden ist, durchblutet. 


31* 
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Durchblutungsversuch. 





Reduktionswert 





Haufigkeit Zeit der nach Folin-Wu, Drehungswert Anorganische 
der Durchblutung erechnet aut im H, PO, Pu 
Glucose 
Durchblutung _— nach Beginn 2-dm-Rohr ‘ 
mg*Proz. mg-Proz. 
lx 20° 128 + 0,28° 1] 6.7 
3x 60 121 + 0.20 30 6.6 
5 x 100 123 + 0,12 26 63 
7x 140 125 + 0,12 36 6.4 


Der Drehungswert der Ringerlésung vor der Durchblutung betrug 
+ 0,12°, der Reduktionswert 153 mg-Proz. 

Der Glykogengehalt der Leber vor der Durchblutung 2 Proz., nach 
der Durchblutung 1,2 Proz. 


Diskussion der Resultate. 

Hier ist eine so gut wie vollstandige Aufspaltung der Hexose- 
diphosphorsaure erreicht (360 mg von etwa 400 mg). Der Drehungswert 
der Durchstrémungsfliissigkeit nimmt nach starker Zunahme bei der 
ersten Durchstrémung allmahlich wieder auf den urspriinglichen Wert 
ab, der Reduktionswert hilt sich von der ersten Durchstrémung an 
auf gleichem Niveau. 

Da man von der dritten Durchstrémung an eine fast vollstandige 
Aufspaltung der Hexosephosphorsaure annehmen darf, so ist es erlaubt, 
aus den Drehungs- und Reduktionswerten den Anteil an d-Fructose 
zu berechnen, auf den man wegen der Abnahme des Drehungswertes 
schlieBen kénnte. Die Berechnung geschieht nach folgender Formel 
(6 = Grad der Drehung, a = Gramm Glucosen in 100cem, x = Glucose, 
a—x = Fructose): 


“in 2 a—z 
~ 0,952 0,538 
und hieraus 
),5122.6 +. 0,952. : 
x = Glucose = 2 +o a in 100 ccm, 


1,49 
a—x = Fructose. 

Wir finden fiir die dritte Durchstrémung Fructose 0,0 mg, 
Glucose 121 mg; fiir die fiinfte Durchstrémung Fructose 2 mg, Glucose 
123 mg; fiir die siebente Durchstrémung Fructose 5 mg, Glucose 
125 mg. 

Das Resultat ist, daB trotz der Abnahme der Drehung nur 
unverhaltnismaBig kleine Fructosemengen in der Durchstrémungs- 
fliissigkeit auffindbar sind. Das spricht dafiir, daB die Fructose, sofern 
sie nicht in der Leber zuriickgehalten sein sollte, entweder in Milch- 
siure oder in Glucose umgewandelt sein muB. Andererseits zeigt die 
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Leber eine Abnahme des Glykogengehalts um 0,8 Proz., was darauf 
hinweist, daB (schon bei der ersten Durchstrémung, wie die Zunahme 
des Drehungswertes zeigt!) die Leber Glucose ausgeschwemmt hat. 
Ein zweiter Versuch an einem thyreopriven Hunde, den wir hier 
anfiihren, kann in dieser Beziehung weitere Klarung bringen. 


Versuch F. Journal Il, 109. 6. Oktober 1924. 

Einem Hunde wird am 26, September 1924 die Schilddriise exstirpiert. 
Der Hund friBt nur maBig, magert stark ab und wird hinfallig. 

6. Oktober Entblutung durch die Carotiden. 

Die Leber wird lebenswarm, nach Abbindung eines Lappens, der zur 
Erforschung des intermediaren Leberstoffwechsels dient, mit Ringer- 
lésung bei 38°C durchstrémt. Die Ringerlésung enthalt 0,1 Proz. Glucose 
und fiir das Liter, das zur Durehstrémung benutzt wird, Ig hexose- 
diphosphorsaures Natrium. 


Durchstrémungsversuch. 





Zeit von der Reduktionswert, 


— Dene berechnet als Ameren Milchsiure 
dure urchstromung slucose i 
Durchstro mung ab mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. 
2x 40’ 125 16 24 
4x 80 73 40 4.0 
6 x 120 74 33 21,6 


Diskussion der Resultate. 

Die Zerlegung der Hexosediphosphorsiure ist bereits nach der 
vierten Durchstrémung vollstindig (400 mg!), dabei nimmt aber der 
Reduktionswert ab, d.h. praktisch verschwindet Zucker. Der Ab- 
nahme des Reduktionswertes von 125mg auf 73 mg (= 52 mg) ent- 
spricht aber durchaus nicht die Zunahme der Milchsaure, die selbst nach 
der sechsten Durchstrémung immer erst den Wert von 21,6 mg-Proz. 
erreicht. Es ist daher die Annahme erlaubt, daB hier zwar eine Auf- 
spaltung der Hexosediphosphorsiure quantitativ erfolgt ist, dab aber 
der daraus resultierende Zucker, d. h. die Fructose, nicht in Milchsaure 
zerlegt worden ist, sondern von der Leber zuriickgehalten worden 
sein mub. 

Die Versuche an den thyreopriven Hunden gestatten nun eine 
Erweiterung unserer oben gemachten Schliisse. Abgesehen davon, 
daB die Lebern thyreopriver Hunde eine weit starkerer Phosphatase- 
wirkung entfalten als die pankreasdiabetischen Lebern, lassen sie den 
Nachweis der gespaltenen Fructose vermissen, geben aber auch keinen 
Hinweis darauf, daB die Fructose in Milchsiure gespalten wird, viel 
mehr wird die Deutung naheliegend, daB mit der Phosphatasewirkung 
eine Retention der Fructose in der Leber einhergeht; mit anderen 
Worten: die durch die Phosphatase frei gemachte Fructose wird in 
der Leber zuriickgehalten, mit aller Wahrscheinlichkeit um hier zu 
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hoheren Zuckerkomplexen kondensiert zu werden. In diesem Sinne 
ist auch ohne weiteres die Glykogenzunahme bei dem Durchstrémungs- 
versuch der pankreasdiabetischen Leber bei Insulinzusatz zu verstehen. 
Die Phosphatase in der Leber wiirde also nicht nur Liavulose und 
Phosphorsiure abspalten, sondern mdéglicherweise die frei werdende 
Bindungsenergie auf die Kondensierung der Zucker iibertragen, so 
da die Phosphatasewirkung auf diese Weise einer glykogensyntheti- 
sierenden Wirkung gleichkime. In diesem Sinne ist aber die 
Phosphatasewirkung bei pankreopriven Hunden als herabgesetzt anzusehen : 
hei thyreopriven Hunden als gesteigert. 


Il. Teil. 
Die Leberphosphatese der Hexosediphosphorsiure. 

Euler und Kullberg') war es gelungen, aus der unterhalb 50° ge- 
trockneten Stockholmer Unterhefe H einen Extrakt zu gewinnen, welcher 
die Fahigkeit besaB, die Synthese zwischen vorbehandelter Glucose 
oder Fructose und Phosphorsiure zu vermitteln, welches aber Hexose- 
diphosphorsiiure nicht spaltete. Nach Euler*) beweist diese Tatsache, 
daB die Bildung von Hexosediphosphorsiure keine einfache Umkehrung 
der Spaltung ist, sondern dab mit der enzymatischen Bindung der 
Phosphorsiiure wenigstens noch eine andere Enzymwirkung, und zwar 
die Umwandlung der Hexosen verkniipft sein muB. Fiir diesen bei 
der Synthese der Hexosediphosphorsiure wirksamen Stoff hat 
Euler*) die Bezeichnung ,,Phosphatese“ vorgeschlagen. Fiir die Hexose- 
diphosphorsaure im tierischen Organismus muB ein Enzym angenommen 
werden, das die Glucose in Milchsiure umwandelt, wihrend die eigent- 
liche Phosphatese die Milchsiure mit der Phosphorsiure zu d-Fructose- 
phosphorsaure synthetisiert. Diese Synthese wird erméglicht auf Grund 
von Energie, die durch Oxydation eines Teiles der Milchsaure gewonnen 
wird. Schematisch ware also der Vorgang so zu veranschaulichen: 


Glykolyse Glucose 
=> y 
Phosphatese j Milcheiure—O,—H, PO, 
> 


Fructosediphosphorsiiure 
Schon in unserer ersten Mitteilung*) war von uns gezeigt worden, 
daB das Insulin im intermediaren Stoffwechsel der Leber (und der 
Muskulatur) einen oxybiotischea Vorgang bewirkt, indem Trauben- 
zucker verschwindet, das Defizit aber nicht durch eine entsprechende 
Milchsiuremenge repriasentiert wird, wobei gleichzeitig anorganische 


') H. S. 74, 15, 1911. 

*) Euler, Chemie der Enzyme, Teil I], 8.56. Bergmann, 1922. 
8) H. S. 74, 13, 1911. 

‘) Diese Zeitschr. 147, Heft 1/2, 1924. 
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Phosphorsiure verschwindet. Daraus schlossen wir auf die Bildung von 
Hexosediphosphorsaure unter dem EinfluB des Insulins. 

Wir haben nun diese Versuche weiter ausgefiihrt, indem wir dem 
speziellen EinfluB des Insulins auf die Phosphatese nachgingen. 


Versuch 1 an einer normalen Kaninchenleber. 

Eine 65g schwere Leber eines gut genihrten normalen entbluteten 
Kaninchens wird lebenswarm in Ringerlésung, die 0,1 Proz. Glucose 
enthalt, im Verhialtnis von 1: 10 nach Verreibung im Mérser und Filtration 
durch Mull suspendiert und unter Luftdurchleitung 75 Minuten lang bei 
38° gehalten. Alle 15 Minuten werden Proben entnommen, die auf N 
(Mikrokjeldahl), Milchsiture (Clausen-Meyerhof), Glucose (Folin-Wu), an- 
organische H,PO, (Embden) und pg (Michaelis) untersucht werden. Die 
Resultate sind in der folgenden Tabelle angefiihrt. 

Die Leber enthielt 4 Proz. Glykogen. 


Tabelle A. 
Die Werte sind in Prozenten der Ringerlésung (entsprechend 10g des 
Organs) angegeben. Die einzelnen Portionen sind auf einen einheitlichen 
Stickstoffwert umgerechnet. 





~— Glucose | Milchsaure ono Pa N.Gehalt 

mg-Proz. mg*Proz. mg-Proz. mg-Proz. 

Vor Beginn . p 202 3.4 13 7,0 319.2 
Nach 15 Minuten. 265 49 20 6.7 — 
30 ” : 272 16 1] 68 -_ 
45 wa 276 25 10 7,0 _- 
60 303 1,8 11 6.8 _— 


Tabelle B. 
Derselbe Versuch, nur daB zu 250 ecm der Suspension 2 Einheiten englischen 
Insulins zugefiigt wurden. 


Vor Beginn. .... 227 7,7 13 6.9 2576 

Nach 15 Minuten. 224 3,2 1,2 70 — 
30 234 2,2 1,1 6.8 — 
45 233 3.0 12 6.9 iia 
60 263 3,8 1.0 6.9 — 





Vergleicht man die beiden Versuchsreihen A und B der gleichen 
normalen Leber untereinander, so laBt sich als der wesentliche Unter- 
schied bei der insulinisierten Suspension die minimale Menge freier 
anorganischer H, PO, hervorheben. Gegeniiber der nicht insulinisierten 
Lebersuspension hat also das Insulin im Sinne einer Phosphatese 
gewirkt. Noch deutlicher sind die Verhaltnisse im folgenden Versuch. 


Versuch 2. Journal IIT, 19. 


Ein Kaninchen von 2050 g Gewicht, gut genadhrt, das nicht gehungert 
hat, erhalt um 9 Uhr vormittags 10 Einheiten Insulin (Burroughs & Welcome) 
intravenés und wird 9 Uhr 15 Minuten getétet. 
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Der Leberbrei (wie im ersten Versuch verarbeitet), mit Ringerlésung 
im Verhaltnis von 1: 10 suspendiert, wird in zwei Portionen zu je 250 cem 
im Wasserbade bei 38° durchliiftet. Die Ringerlésung enthalt 0.1 Proz. 
Glucose, aber kein H,P Oy. 
Versuch A. 


Der Glykogengehalt der Leber betragt in 10 ¢ 0,35 g. 





Zeit Milchsaure | Glukose Atro, Pu N-Gehalt 

mg-Proz. mg+Proz. mgsProz. mg-Proz. 

Vor Begimn..... 2.6 lll 14 69 2072 
Nach 15 Minuten. . 3.4 109 1,1 68 -— 
mee sy 1.8 = Ul 68 set 
45 os o% 3,2 104 0,6 70 — 
60 - a 2.0 104 0,6 6.9 = 
i an x! he 1,3 114 04 6.9 — 
<< ra . 5,0 128 04 7,0 —_ 


Versuch B. 


Mit Zusatz von 2 Einheiten Insulin auf 250 cem der Suspension. 







Vor Beginn. .... 2.5 109 14 68 1% 
Nach 15 Minuten, . 5.0 106 14 7.0 - 
» 30 ‘ -— 3,7 102 09 69 - 
» 45 " a 45 126 1,0 7,0 = 
» na _ 2.8 137 0.7 68 _ 
Fe 75 7 7 fe 40 129 0.7 6.6 — 
«ae nm ‘re 4,9 123 1,0 6.6 — 
ns! RANI DEO eee cone 44,5 30,—— t, 
4 | | ~— \ 
\ } | ae 
\ | | \ 
\ | | } \ 
\ } } 
BER sore: | | \ 
2™ r\ ao 20) To ~ 40 
> | SJ \ a 
1S “1 \ / N 
8 Q a sy 
S S > 
& Ts A 
ee ee ee 
, ae a zs B oe a ° 
Minuten Minuten 
Abb. 1. Abb. 2. 


Diese beiden Versuche, A ohne weiteren Zusatz von Insulin, B mit 
Zusatz von Insulin zur Suspension, demonstrieren aufs prachtigste 
die Einwirkung des Insulins. Zundchst ist die zuckerausschiittende 
Wirkung der Leber fiir die Zeit von 60 Minuten in Versuch A, fiir die 
Zeit von 30 Minuten in Versuch B blockiert. Statt dessen verschwindet 
Zucker, ohne daB ein Aquivalent von Milchsaure auftritt. 
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Versuch <A. 
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Bilanz der 





Zeit Glukose Milchsaure Kohblenbydrate 

mygsProz. mg-Proz. mg-Proz 

Nach 15 Minuten. ears —2 +038 —12 
30 ? —O8 win 

45 2 —7 - 0.6 — 6 4 

60 a oa te 

Versuch B. 
Nach 16 Minuten. .....:-e —3 +2 — 10 
30 “t Foe he eed ek a —7 + 1,2 — 5,8 


Dabei ist die Leber mit 3,5 Proz. sehr glykogenreich! Eine Zucker- 
ausschiittung beginnt erst in Versuch A nach 75 Minuten, in Versuch B 
nach 45 Minuten, was kaum anders als auf eine diastasehemmende 
Wirkung des Insulins zuriickzufiihren ist. Die anorganischen Phosphor- 
siurewerte sind auBerordentlich gering und werden noch geringer im 
Laufe des Versuchs, eine Tatsache, die wiederum sehr deutlich wird 
durch Vergleich mit dem Versuch IA. 

Ein weiterer Versuch wurde an einem 
kaninchen angestellt. 


insulinisierten Hunger- 


Versuch 3. Journal III, 24. 

Ein Kaninchen von 1900g, das 24 Stunden gehungert hat, erhalt 
8 Uhr 45 Minuten 10 Einheiten Insulin (Burroughs & Welcome) und wird 
9 Uhr 45 Minuten getétet. Die Leber enthialt 22 Proz. Glykogen. Die 
Leber wird im Verhiiltnis von 1: 10 in Ringerlésung mit 0,1 Proz. Glucose 
suspendiert (Technik wie in den beiden vorhergehenden Versuchen). Eine 
Portion von 235cem der Suspension wird ohne weiteren Insulinzusatz 
bei 38° C durchliiftet, die zweite nach Zusatz von | Einheit Insulin in vitro. 


Versuch A. 





Anorganisches 


Zeit Glucose Milchsaure H, PO, Pu N-Gehalt 
mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. 
Vor Beginn . 4 154 3.6 1 7.0 268 8 
Nach 15 Minuten . 131 08 0,4 7,1 - 
30 a . 135 45 0,6 68 —— 
45 a = 134 3,5 09 6.9 — 
60 ; its ? 1.6 0,6 6,8 - 
75 “= os 135 15 a 68 _— 


Versuch B. 


Zusatz von 1 Einheit Insulin auf 235 cem der Suspension. 


Vor Beginn . Da 160 43 05 68 2604 
Nach 15 Minuten. . —_ 5.0 0.2 6.9 
30 M2 a _ 5,0 04 6.9 ; 
45 a Py 146 3,0 04 6,6 — 
60 i at ace 136 2.5 l 6.6 _- 
75 Fe te 137 28 12 6.6 _ 
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Auch in diesen beiden Parallelversuchen, die eine Leber betreffen, 
die 1 Stunde intravitem der Insulinisierung ausgesetzt worden war, 
ist das Zuckerdefizit ohne Milchsiureaquivalent zu finden, andererseits 
die auBerordentlich geringen Werte freier Phosphorsaure. 

Wir haben nunmehr die Versuche modifiziert, indem wir bei sonst 
gleicher Versuchsanordnung zu der Ringerlésung in je einem Versuch 
pro Liter 1g Phosphorsiuregemisch (?/, Na,HPO,, 4; NaH,PO,) 
zugefiigt haben, um deutlicher den EinfluB des Insulins auf die Phospha- 
tese studieren zu kénnen. 


Versuch 4. Journal IIT, 27. 
Normal geni&hrtes Kaninchen im Gewicht von 2400g erhalt 10 Uhr 
10 Minuten 10 Einheiten Insulin (Burroughs & Welcome) intravenés. Das 























Tier wird um 10 Uhr 40 Minuten 200; ——" 
getétet. Aufschwemmung der Leber Lae 
als Emulsion im Verhialtnis von 1: 10 
in Ringerlésung, die 0,1 Proz. Glucose 190 \\ ad 
enthalt. Durchliiftung bei 38°C in \ | \22 
je zwei Portionen von 250 cem. 
190 ——,3 
22 
ae BW , t t \20 
> ae “0% 
: | ® 
9170} + A 16 > 
x | \ = 
SN N* x 
S ad } + + 42 
| | 
| | | 10 | 2 
j | 
sz"? 8 a ee eT 
0 6 Se 0 S Nw ct 06 @& 
Minuten Minuten - 
Abb. 3. Abb. 4. 
Versuch A. 
Zeit Glucose Milchsaure oe ae Pu N-Gehalt 
mgsProz. mg-Proz. mg*Proz. mg+Proz 
Vor BHegimm..... 178 3,2 18 6,7 269 
Nach 15 Minuten . - 4,0 18 6,6 _ 
30 iy ia 185 44 18 6,7 ee 
45 pa —_ 186 2,0 15 6,6 — 
60 “a = 25 17 6,6 — 
75 i 7 187 7,0 13 64 -— 


Versuch B. Mit Zusatz von 1g Phosphatgemisch (?/, Di-, ',, Mono- 
natriumphosphat) zu 1 Liter Ringerlésung. 


Vor Beginn. .... 162 568 | 25 6,6 291 
Nach 15 Minuten. . 155 23 | 18 6,9 — 
. 30 “i aT 145 45 16 6,8 — 
45 te 0 141 45 15 7,0 —- 

60 ¥ _ 156 5,0 13 7.0 _ 


io ” 2 166 5,8 11 7,0 —_ 
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In diesen beiden Versuchen wird der Charakter der Insulinwirkung 
als Kinase einer Phosphatese deutlich. Die Wirkung wird geférdert 
durch Hinzufiigung von Phosphatgemisch zur Ringerlésung; gleich- 
zeitig zeigt sich mit der Phosphatesewirkung das Verschwinden von 
Kohlenhydrat : 

Versuch B. 





Kohlenhydrat 
(Glucose . 
Zeit bzw. ait 
Milchsaure) 
mg mg 
Nach 15 Minuten sind verschwunden ... . 10,3 7 
30 ‘ a * owas 18,3 9 
45 e a: es ere 22.3 10 
60 . 68 12 


Allerdings darf dabei nicht vergessen werden, das auf das Ver- 
schwinden von Glucose hier nur aus den Verinderungen des Reduktions- 
wertes geschlossen ist, die der Ausdeutung einigermaBben Schwierigkeit 
bereiten miissen, da ja erstens Glucose in Milchsiure gespalten, nach 
der Spaltung aber wieder zur Hexosediphosphorsaiure synthetisiert 
wird, die andere Reduktionswerte ergibt. Dazu kommt noch die Bildung 
von Glucose aus dem Glykogen der Leber, wodurch die effektive GréBe 
verschwundener Glucose gar nicht zu iibersehen ist. 

SchlieBlich fiihren wir noch einen letzten Versuch an, in dem an 
einem insulinisierten Tiere im Beginn des hypoglykimischen Kom- 
plexes in zwei Proben, ohne und mit Phosphatzusatz, die Insulinwirkung 
studiert wurde. 

Versuch 5. Journal II], 30. 


Ein normal genahrtes Kaninchen, dem 5 Monate zuvor die Pankreas- 
giinge unterbunden worden waren. Heilung reaktionslos, keine Stérungen 
der Ernahrung, kein Zucker. Das Tier erhilt 10 Uhr 30 Minuten vormittags 
20 Einheiten eines sehr wirksamen Insulins (Schering). Getétet wird das 
Kaninchen 1 Stunde spiiter. Es stand bereits im Beginn eines hypoglyka- 
mischen Komplexes. Die Leber wird nach Verreibung mit Ringerlésung 
(1: 10), die 0,1 Proz. Glucose enthalt, suspendiert. Die Versuchsproben 
(250 cem) in zwei Portionen A und B bei 38°C durchliiftet. Probe A ohne 
Zusatz von Phosphat, Probe B mit Zusatz von Phosphat. 


Versuch A. Ringerlésung ohne Zusatz von Phosphat. 





Ze Glucose Milchsaure Anon Pn N.Gehalt 

mg*Prox. mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. 

Vor Beginn. ... . 108 25 32 7,0 220.0 
Nach 15 Minuten. . 109 2.8 30 7,2 — 
30 * — 83 3.1 33 7,2 _- 
45 a . 81 18 27 75 _ 
60 ‘ = ? 27 17 7,6 — 
75 . 80 60 23 74 _ 
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Versuch B. 


Ringerlésung mit 1 Prom. Phosphatzusatz (*/, Di-, ! |, Mononatriumphosphat). 





Zeit Glucose Milchsaure Anreroe Pu capes 

y mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. 

Vor Beginn. .... 211 3,3 27 7,1 29.0 
Nach 15 Minuten. , 211 3.6 29 7,3 — 
30 ” — 205 2,7 2) 7,2 -- 
— _ = na 204 3.0 20 14 — 
» 60 a cea 204 2,7 16 73 — 
A ‘ ote 182 4,5 22 74 — 


Auch dieser Versuch zeigt die Einwirkung des Insulins auf die 
Phosphatese: Zunehmende Verringerung der anorganischen Phosphor- 
siure, Abnahme der Zuckerwerte ohne entsprechenden Zuwachs an 
Milchsaure. 

Wir gehen also nicht fehl, wenn wir behaupten, dap das wirksame 
Prinzip des Insulins eine Kinase sei, die auch auBerhalb des Tierkérpers 

imstande ist, die Phosphatese 











0 125 Pa ‘hoe ; 
l zu aktivieren. Die Kinase ist 
Ss “ relativ hitzebestdndig (bis etwa 
% = . . . . ° 
93°) und wirkt in vivo wie in 
bo ~* vitro. Die Phosphatesekurven 
dS ° 
: © tragen dabei den Charakter der 
> ° ° . 
x | & Exponentialkurven, wie die 
320) , am 10 > = P 
a _—--—-+ nebenstehende Kurve zeigt"). 
10 a Es fragt sich natiirlich, ob 
die Kinasewirkung der Phos- 
mt ‘ : ; ; 
A, ___,__, 5, 5 __J phatese allein geniigt, um die 











Minuten Insulinwirkung zu _ erkldren. 

am. & Wir glauben aber diese Ver- 
mutung aussprechen zu diirfen. Da der Zuckeraufbau mit der Milch- 
sdurespaltung beginnt (sogenanntes glykolytisches Ferment), iiber die 
Phosphatesewirkung zur Fructosediphosphorsdure fiihrt und iiber die 
Phosphatasewirkung zur Abspaltung von Ldvulose hin zum Aufbau der 
Di- und Polysaccharide, so erhellt, daB allein schon der Ausfallder Kinase- 
wirkung des Insulins die mangelnde Zuckerverwertung im Sinne des 
Aufbaus zum Glykogen erklért. 


1) Siehe Brugsch, Benatt, Horsters und Katz, diese Zeitschr. 147, 
117, 1924. 

















Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. XII. 


Von 


Bernhard Stuber. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. Br.) 


Ober den Nachweis 
des sogenannten Thrombins im strémenden Blute. 


Von 


Paul Kuhn. 
(Eingegangen am 15. Januar 1925.) 


Nach den Anschauungen der Fermentlehre findet sich im stré- 
menden Blute kein Thrombin, es ist vielmehr nur in einer unwirksamen 
Vorstufe darin enthalten. Durch die friiheren Untersuchungen aus dem 
hiesigen Laboratorium hatte die Wirkungsweise des Thrombins eine 
rein physikalisch-chemische Erklarung gefunden, auBerdem wurden 
mehrere experimentelle Tatsachen aufgedeckt, welche die physiologische 
Bedeutung des Thrombins iiberhaupt in Frage stellten. Eine andere 
Erklarung, als daB es sich bei dem Thrombin der Fermentlehre um 
ein Kunstprodukt handle, schien uns auf Grund unserer friiheren Be- 
funde nicht méglich. Von diesen Gesichtspunkten aus war das Fehlen 
des Thrombins im strémenden Blute nicht verstindlich. Eine Nach- 
priifung dieser Vorstellung der Fermentlehre erschien deshalb zwingend. 
Dieselbe fuBt auf Untersuchungen von Alexander Schmidt. In seiner 
Monographie ,,Zur Blutlehre“ fiihrt er neben anderen Eigenschaften 
des Thrombins folgenden Befund an: ,,Es ist ebenso eine Tatsache, 
daB das Alkoholkoagulum des zirkulierenden Blutes (welches man zu 
diesem Zwecke aus der Ader direkt in den Alkohol flieBen 1aBt) bei der- 
serben Behandlung einen fast véllig unwirksamen Wasserextrakt liefert, 
daB demnach der wirksame Stoff erst auBerhalb des Organismus ent- 
steht bzw. gewaltig zunimmt.‘‘ Das Thrombin fehlt also nach Alexander 
Schmidt im strémenden Blute nicht vdéllig, es handelt sich vielmehr 
um einen Mangel an Thrombin, der, wie er sich ausdriickt, ,,.kein ganz 
absoluter, sondern ein relativer, in letzterem Sinne aber freilich ein 
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sehr groBer* ist. Die Untersuchungen von Alexander Schmidts Schiiler 
Birk") ergaben in simtlichen Versuchen ein Vorkommen von Thrombin 
im strémenden Blute, wenn auch in weit geringerer Menge als im ,,ab- 
gestorbenen“ Blute. Es ist deshalb auffallend, da8 in der spateren 
Literatur gerade unter Berufung auf diese Untersuchungen der Schmidt- 
schen Schule von einem Fehlen des Ferments im strémenden Blute 


gesprochen wird. 

Schon theoretisch waren nun gegen Folgerungen, die Alexander 
Schmidt aus seinen Versuchen zog, Einwande méglich. Zunachst haben 
wir bei der Fallung des Gesamtblutes mit Alkohol ein ganz anderes 
Kolloidgemisch vor uns, als bei der Fallung des Serums, der iiblichen 
Methode der Thrombindarstellung. Die Fallung erfolgt im ersten Falle 
in einem ganz anderen kolloidchemischen Milieu, wodurch die Be- 
dingungen der Alkoholprazipitierung wesentlich andere sein kénnen 
als im letzteren Falle. Kolloidchemisch ist fraglos das Prizipitat 
des Gesamtblutes etwas ganz anderes als das Prazipitat des 
Serums. Auberdem war denkbar, daB bei der Alkoholfallung des 
Gesamtblutes durch die intensive Schadigung der korpuskularen Ele- 
mente vielleicht gerinnungshemmende Substanzen dem _ Prazipitat 
beigemengt werden, die das Ausbleiben der Gerinnung bedingten. 
Ob diese Einwande zu Recht bestehen, soll im folgenden entschieden 


werden. 

Wir benutzten fiir unsere Untersuchungen Blut vom Menschen, Hunde 
und Kaninchen. Das Menschenblut wurde aus der Cubitalvene, das Tierblut 
aus der Carotis entnommen. Wir benutzten eine kleine, gut paraffinierte 

3efiBkaniile, die am Ende ein 10cm langes, ebenfalls gut paraffiniertes 
Schlauchstiick trug, letzteres tauchte bei der Entnahme in den Alkohol 
hinein, so daB8 das Blut direkt unter Alkohol aufgefangen wurde. Da die 
Einbindung der Kaniile eine kurze Stauung des Blutes bedingt, lieBen 
wir die ersten Kubikzentimeter abflieBen. Wir lieBen das Blut immer 
in die 20fache Menge von Alkohol einflieBen. Nach Umschiitteln wurde 
das Blutkoagulum sofort oder nach verschieden langem Stehen (s. die 
Protokolle) abfiltriert, das Prazipitat auf dem Filter ausgebreitet und durch 
Lufttrocknung bei Zimmertemperatur von Alkohol befreit. Das Trocken- 
pulver wurde dann mit kalkfreier 0,9proz. NaCl-Lésung zerrieben und 
4 bis 6 Stunden extrahiert. Wir benutzten zur Extraktion, wie friiher, 
immer 5g Pulver auf 100cem NaCl-Lésung. Nach beendeter Extraktion 
wurde vom Ungelisten abfiltriert. Unter Thrombin ist deshalb auch in 
dieser Arbeit immer eine derartige 5proz. Lésung zu verstehen. Als Fibri- 
nogen diente uns Pferdefibrinogen nach Hammarsten. Es wurde immer 
vor Einstellung in die eigentlichen Versuche auf Kalk- und Verdiinnungs- 
stabilitét gepriift. Das Plasma stammte vom Kaninchen und enthielt 
1,5 Prom. Kaliumoxalat. Die Beobachtungsdauer betrug 24 Stunden. 
Unter Gerinnung ist vollstandige Gerinnung zu verstehen, so daB die 
gesamte Fliissigkeit fest erstarrt war. 


1) Inaug.-Dissert. Dorpat 1880. 
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In Tabelle I bis IV geben wir unsere Versuche mit Kaninchen- 
blut wieder. 


Tabelle I. Versuche mit Thrombin aus Kaninchenblut. 





Gerinnung 
leem Fibrinogen + leem Thrombin I nach 6 Stunden 
. « . “E's * I és ” ' 
-_ ‘ +l, s 1 . is + 
ee a +1 , * I i 
‘ 9 
2 M +2, s I oa a 
lt . ° +2, - I hay = 1. 
Bs “ +2, = I . oa hd 
= - a a I .. = . 
as ° ee ™ I a " 
_ ° +2, ‘ I “er » + 
l Serum - 
” 


Das Blutprizipitat wurde eine halbe Stunde nach Entnahme vom 
Alkohol abfiltriert. Das Fibrinogen hatte 10 Prom. EiweiB und 2,6 Proz. 
NaCl-Gehalt. Die Thrombinlésung enthielt 4 Prom. EiweiB. 


Tabelle II. Versuche mit Thrombin aus Kaninchenblut. 





Gerinnung 

leem Fibrinogen +1leem Thrombin I _ ‘ 
es ~ SS oe " I ina 

Te Ei +1. fe I! nach 12 Stunden 4 

ts = +1 , e Il bs 8 2 4 

“Tes ” —2 . * Il e 6 m + 

Dice . +1 , Serum ‘ 12 - : 

I +1, e 12 = + 


Fibrinogen dasselbe wie in Tabelle lL. Die Thrombinlésung hatte 6 Prom. 
Albumen. Das Blutprazipitat wurde erst nach 2 Tagen vom Alkohol abfiltriert. 


Tabelle III. Versuche mit Thrombin aus Kaninchenblut. 





Gerinnung 


leem Fibrinogen + 1leem Thrombin I nach 4 Stunden + 
a ee a +2, m 3 e | 
oe “ +}. a Il “ 6 = } 
Br 2 +3 . 2 I s 4 " } 
pe “ +1 . bs Il a 12 s f 
ee a +2. Til mf 12 x | 
, % A +i. e Illa a 12 e } 
ees i +2. = Illa * 12 S 

i ‘ we b IV — 

a " +3 . ” IV — 

a * +1 ., Serum nach 10 Stunden + 


Das Fibrinogen hatte 6 Prom. Albumen und 3,8 Proz. NaCl. Thrombin I 
enthielt 8 Prom. Albumen, ebenso Thrombin II, Thrombin TL und 
Thrombin Illa hatten 3 Prom. Albumen, Thrombin IV enthielt nur Spuren 
EiweiB, die mit Esbach nicht zu bestimmen waren. Das Blutpriizipitat 
wurde 4 Stunden nach der Blutentnahme vom Alkohol abfiltriert. 
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Tabelle IV. 


Versuche mit Thrombin aus Kaninchenblut. 





Gerinnung 

leem 15 prom. Oxalatplasma + 1 cem Thrombin I nach 14 Stunden + 
Ys Ge oe ‘ ot ae . 12 a o 
L.icre, 2 +1, ss I] <a “ + 
oe * See = +2 , a I is 4 ks + 
[ - a “ ae i Ill “ 2 i + 
ae > ae s +2 . x Ill ¢ 2 "i 
aS * ae _ + 2 Tropfen 5proz.CaCl,| ., '/, Stunde + 
: = MP ~ a +2 » 5 , CaCl,| , 20 Minuten + 

Fibrinogen und Thrombin dieselben wie Tabelle II]. Das Plasma 


stammte vom Kaninchen. 


Es fiel uns sofort auf, daB es nicht gleichgiiltig ist. wie lange der 
Alkohol auf das Blutkoagulum einwirkt. Wahrend in Tabelle I nach 
\stiindigem Stehen des Blutkoagulums in Alkohol das daraus dar- 
gestellte Thrombin voll wirksam ist, ersehen wir aus Tabelle IT, daB 
bei zweitagigem Verweilen des Blutkoagulums in Alkohol das ent- 
sprechende Thrombin versagt. Wir gingen deshalb weiterhin so vor, 
da8B wir auf Grund der eingangs dargelegten theoretischen Uberlegungen 
durch weiteres Umfillen des zuerst erhaltenen Thrombins wieder mit 
der 20fachen Menge Alkohol geeignetere Priparate zu erhalten suchten. 
Dabei wurde sowohl die Thrombinlésung als auch der nach der Extrak- 
tion jedesmal verbleibende Riickstand in der in folgender Ubersicht 
angegebenen Weise weiter verarbeitet. 

Blut im Alkohol 


Prazipitat + NaCl —» Lsg.= Thrombin! 
he 
Alkohol 
Prazipitat + NaCl —» Lsg.= Thrombin II 
ri 
Alkohol 


Prazipitat + NaCl —» Lsg.= Thrombin Ila 
Prazipitat + NaCl —» Lsg.= Thrombin III 


+ 
Alkohol 


Prazipitat + NaCl —> Lsg.= Thrombin I}la 
Prizipitat + NaCl usw. 


Wie aus Tabelle II zu entnehmen ist, lieB sich durch diese Um- 
fallung der vorher unwirksame Extrakt in einen stark wirksamen itiber- 
fiihren. Seine Wirkung war zeitlich mit der des Serums gleichwertig. 
Eine Erschépfung des Blutkoagulums an gerinnungsauslésender Sub- 
stanz trat erst bei der dritten Extraktion auf (Tabelle III), wohl 
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bedingt durch die EiweiBarmut der Extraktionsfliissigkeit. 
Verwendung von Oxalatplasma als Gerinnungssubstrat trat vollige 


Versuche 


Tabelle V. 


» mit Hundeblut 


(Hund A). 
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Auch bei 


Gerinnung ein. Auch beim Hundeblut zeigten sich ahnliche Verhaltnisse. 














: Gerinnung 
leem Fibrinogen|) + leem Thrombin I nach 2 Stunden + 
I ” } +i, - I » 2 - + 
Baa | +2, . I 2 ” 
, a " +1 , nf II , 10 Minuten 
_ ® +i, » II ;- = » + 
1» n +3 , ‘ iI a 
3 e a . 
; Das Fibrinogen hatte 6 Prom. Albumen und 3,5 Proz. NaCl. Thrombin I 
enthielt 3 Prom. Albumen, Thrombin II 4 Prom. Albumen. Das Blut- 
P prazipitat wurde sofort nach der Blutentnahme vom Alkohol abfiltriert. 
} 
: Tabelle V1. 
1 
7 Versuche mit Hundeblut (Hund B). 
. 
/ Gerinnung 
. leem Fibrinogen + leem Thrombin I nach 10 Minuten + 
. ls ” +i. . a: = » - 
_ S S a > I oe e + 
ae es Dw - Il ~ 6 < + 
i 2 2 es ws ra Il ee 6 pe + 
! , +2 , ° I ms 6 - + 
Fibrinogen dasselbe wie in Tabelle V. Das Blutprizipitat wurde 
5 Minuten nach der Blutentnahme vom Alkohol abfiltriert. 
Tabelle VII. 
Versuche mit Hundeblut (Hund B). 
a 
Gerinnung 
teem Fibrinogen leem Thrombin I nach 5 Minuten + 
ls ° a ‘ I hacia a 4 
. 3 = * oe i I ~ = i } 
ws is +1, e IT — - z + 
. Brine " : hoe _ Il — is } 
. Bile a +2, M Il stain “ + 
Fibrinogen dasselbe wie in Tabelle V. Thrombin I und IT hatten 
< 8 Prom. Albumen. Das Blutprizipitat wurde sofort nach der Blutentnahme 
vom Alkohol abfiltriert. 
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Tabelle VIII. Versuche mit Hundeblut (Hund B). 





Gerinnung 
leem Fibrinogen + leem Thrombin I nach 8 Minuten 
, +1. - I “ s * 
, «+ - +2, jo I se 8 s 
ay a * +1, * Il » Ss a 
. i me ~~ a II a = 
1. " +2, 2 iI ae * 


Fibrinogen dasselbe wie in Tabelle V.. Thrombin I und IL 12 Prom. 
Albumen. Das Blutpriazipitat wurde %, Stunden nach Blutentnahme 
vom Alkohol abfiltriert. 


Tabelle 1X. Versuche mit Hundeblut (Hund A). 





Gerinnung 
leem Fibrinogen + leem Thrombin I — 
1 » m +1, e foe 
l ” ” +2 os ” I —— 
.. ° +1, = II — 
1, ” +1, ; II as 
ia a +2 , ss Il — 


Fibrinogen dasselbe wie in Tabelle V. Thrombin I 6 Prom. Albumen. 
Thrombin II 8 Prom. Albumen. Das Blutprazipitat wurde 114 Stunden 
nach der Blutentnahme vom Alkohol abfiltriert. 


Tabelle X. Versuche mit Hundeblut (Hund B). 





Gerinnung 


eem Fibrinogen + leem Thrombin I - 


II — 
Il _ 

. 2 * Il = 
Fibrinogen dasselbe wie in Tabelle V.. Thrombin I und II 8 Prom. 
Albumen. Das Blutprizipitat wurde 24 Stunden nach Blutentnahme 
vom Alkohol abfiltriert. 


s3zs3 3 


: I ins 


s 333 


1 
l 
l 
I 
l 
] 


3333 3 


Kurze Einwirkung des Alkohols liefert stark wirksame Extrakte 
(Tabelle V bis VIII), langere Einwirkung hebt die Wirkung auf (Ta- 
belle IX bis X). Dabei scheint die Alkoholempfindlichkeit des Hunde- 
blutes weit gréfer als die des Blutes vom Kaninchen. Ebenso findet 
sich auch hier eine Steigerung der gerinnungsauslésenden Fahigkeit 
durch weitere Alkoholumfallung. Bei den von Anfang an unwirksamen 
Extrakten (Tabelle IX und X) war jedoch hier, im Gegensatz zum 
Kaninchenblut, durch weiteres Umfiallen kein positives Resultat mehr 
zu erreichen. Es ware méglich, daB weitere zeitliche Variierung des 
Alkoholeinflusses noch ein Ergebnis liefern kénnte. Der EiweiBgehalt 
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der Thrombinlésungen kann in weiten Grenzen schwanken, er darf 
nur nicht zu gering sein (Tabelle I11). 


Tabelle XI. Versuche mit Menschenblut. 





Gerinnung 
leem Fibrinogen + leem Thrombin I — 
. « ‘ + & 3 I = 
l - ” - 2 " = I os 
=» a ue . % I] nach 2 Stunden + 
- e ae = II a . “ 
ss +2, = Il 2 . + 


Das Fibrinogen hatte 5 Prom. Albumen und 4,5 Proz. NaCl. Thrombin I 
und II 9Prom. Albumen. Das Blutprazipitat wurde 10 Minuten nach 
Blutentnahme abfiltriert. 


Tabelle XII. Versuche mit Menschenblut. 





Gerinnung 
leem Fibrinogen + leem Thrombin I — 
. + - 2 _ — 
YS - +2 , . I _ 
a a oe am I] nach 24 Stunden + 
tie a +1 , “ II — 7 + 
ce “ > + II . ae “ - 


Fibrinogen dasselbe wie in Tabelle XT. Thrombin I 6 Prom. Albumen, 
Thrombin IT 5 Prom. Albumen. Das Blutprazipitat wurde 1 Stunden 
nach Blutentnahme vom Alkohol abfiltriert. 


Tabelle XIII. Versuche mit Menschenblut. 





Gerinnung 
leem Fibrinogen + leem Thrombin I = 
l ” ” sg l ” ” =—_ 
l , 8 +3 . Z I —_ 
ze ‘s eR: a . II nach 24 Stunden + 
. « a > on ~ II » 2 = + 
a es +2, “ II <1) an a + 
_ +1, = Ila ma 16 e + 
l ” ” + ] ” ” Il a - 16 és oe 
] ” - - l « oa II a ° 16 a + 


Fibrinogen dasselbe wie in Tabelle XI. Das Blutpriazipitat wurde 
sofort nach der Blutentnahme vom Alkohol abfiltriert. 


In den Tabellen XI bis ‘XIII finden sich unsere Versuche mit 
Menschenblut. Hier gelang es uns trotz verschiedener zeitlicher 
Variierung der Alkoholeinwirkung niemals, mit der ersten Extraktion 
die Gerinnung auszulésen. Wohl aber erreicht man auch hier durch 
Umfallen mit Alkohol stark wirksame Extrakte. Wir betonen noch, 
daB in allen Versuchen, auch beim Hunde- und Kaninchenblut, 
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sich das zum zweiten Male umgefallte wirksame Thrombin gegen 
Alkohol resistenter zeigte als die erste Fallung. Es ergab sich also in 
allen Versuchen eine bestimmte Abhdngigkeit der gerinnungsauslésenden 
Fahigkeit der Extrakte von der Dauer der Alkoholeinwirkung auf das Blut- 
koagulum, und zwar auch diesbeziiglich wieder Verschiedenheiten 
zwischen den einzelnen Tierarten, und hier wieder zwischen den ein- 
zelnen Tieren derselben Rasse. Am giinstigsten liegen die Verhiltnisse 
beim Kaninchenblut. Wir bemerken besonders, dab die in unseren 
Protokollen angegebene Verweildauer des Blutkoagulums in Alkohol 
sich auf den Zeitpunkt des Abfiltrierens bezieht. Da die Alkohol- 
prazipitate bei Zimmertemperatur getrocknet wurden, so war die 
yesamte Einwirkung des Alkohols eine wesentlich lingere. Die genaue 
optimale Dauer der Einwirkung kann nicht im voraus fiir den ein- 
zelnen Fall angegeben werden. Sie mub im Versuch erst festgestellt 
werden. In allen Versuchen konnte gezeigt werden, daf} es unter ge- 
eigneten Bedingungen gelingt, im strémenden Blute reichliche Mengen 
von Thromlin nachzuweisen, Mengen, die in der Wirkung denen im 
Serum nicht nachstehen. Worauf die differente Wirkung der Extrakte, 
je nach der Dauer der Alkoholeinwirkung beruht, vermégen wir nicht 
sicher zu beantworten. Wir glauben aber die Ursache auf die durch 
die zeitliche Variierung des Alkoholeinflusses bedingte verschiedene 
Zustandsinderung der BluteiweiBkérper zuriickfiihren zu miissen, die 
in der nachfolgenden Lésung derselben auch ganz verschiedene Dis- 
persitatsgrade bedingen muB. Derartige Unterschiede in der Alkohol- 
wirkung auf einzelne Eiwei®kérper sind ja bekannt. Ob durch die Um- 
fallung eine Entfernung gerinnungshemmender Substanzen, wie schon 
oben angedeutet, dabei noch eine Rolle spielt, vermégen wir nicht zu 
entscheiden. Es ist uns jedoch nicht gelungen, unwirksame Extrakte 
durch Dialyse wirksam zu machen. Es fiel uns auch bei der Verarbeitung 
der Blutpriizipitate die verschiedene Léslichkeit derselben je nach der 
Dauer der Alkoholeinwirkung auf. Zudem beobachteten wir hier auch 
wieder individuelle Unterschiede. 

Das Wesentliche unserer Untersuchungsergebnisse sehen wir in dem 
Nachweis von reichlichen Mengen Thrombins im strémenden Blute. Wir 
erblicken darin eine weitere Schwierigkeit fiir die Fermentlehre des 
jerinnungsprozesses. Wozu noch ein Proferment, wenn geniigend 
fertiges Ferment im strémenden Blute vorhanden ist’ Andererseits 
betrachten wir unsere Versuche als eine weitere Stiitze unserer kolloid- 
chemischen Theorie des Gerinnungsvorganges, im speziellen unserer An- 
schauung vom W esen des sogenannten Thrombins. 








Isolierung der Perhydridase (Schardingerenzym) der Milch. 


Von 


B. Sbarsky und D. Michlin. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 


in Moskau.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1925.) 


Von Schardinger (1) ist die Beobachtung gemacht worden, daBb ein 
Gemisch von Methylenblau und Formaldehyd durch frische, ungekochte 
Milch bei 70° in wenigen Minuten entfirbt wird. Weitere Versuche 
zeigten, dab diese Reduktion durch ein besonderes Enzym, das ,,Schar- 
dingerenzym**, ausgelést wird, wobei der Formaldehyd durch andere 
Aldehyde ersetzt werden kann. Spiater konnte Bach (2) nachweisen, 
daB das Schardingerenzym nicht nur Farbstoffe zu Leucobasen, sondern 
auch Nitrate zu Nitriten reduziert. Diese Reaktion faBt Bach als einen, 
auf Kosten der Elemente des Wassers verlaufenden, oxydoreduzierenden 
ProzeB auf, wobei Aldehyde als Sauerstoffakzeptoren, Farbstoffe und 
Nitrate als Wasserstoffakzeptoren fungieren. Das Schardingerenzym 
gestaltet sich also als eine Oxydoredukase. Bei der Erforschung der 
Beziehungen des Schardingerenzyms zu der Redukase der Gewebe 
stellte Bach fest, daB Aldehyde in dieser Reaktion durch Eiweibabhbau- 
produkte ersetzt werden kénnen. Letztere enthalten also Substanzen, 
die leicht oxydabel sind und deshalb als Sauerstoffakzeptoren dienen. 
Vor kurzem zeigten Morgan, Stewart und Hopkins (3), dab Methylen- 
blau durch das Milchferment auch in Anwesenheit von Xanthin oder 
Hypoxanthin entfairbt wird. Dabei werden diese Purinbasen zu Harn- 
siure auf Kosten des Wassers oxydiert. 

Betreffend die Natur und die Nomenklatur des Ferments der 
Milch herrscht zurzeit betrachtliche Verwirrung. Bach stellt die Reduk- 
tionsseite der Reaktion in den Vordergrund und halt das Schardinger- 
enzym fiir ein reduzierendes Ferment. Seiner Ansicht nach beschleunigt 
es gekoppelte Oxydoreduktionsreaktionen durch Wegschaffen des 
Wasserstoffs des Wassers. Es iibertraigt labilen Wasserstoff (Per- 
hydridwasserstoff) auf reduzierbare Kérper in ahnlicher Weise, wie 
Peroxydase labilen Sauerstoff (Peroxydsauerstoff) auf oxydierbare 
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Korper iibertragt. In Anbetracht dieser Analogie schlug Bach vor, 
das Schardingerenzym mit dem Namen Perhydridase zu belegen. 

Morgan, Stewart und Hopkins fassen die oxydative Seite der 
Reaktion ins Auge, bezeichnen das Ferment der Milch, durch welches 
Xanthin und Hypoxanthin zu Harnsiure oxydiert wird, als Xanthin- 
oxydase und betrachten es als nicht identisch mit dem Schardinger- 
enzym, welches Aldehyde zu den entsprechenden Sauren oxydiert. 
Sie meinen, es sei wenig wahrscheinlich, daB die Oxydation der Aldehyde 
und des Xanthins bzw. Hypoxanthins durch dasselbe Ferment zustande 
komme. Zwingend ist aber dieses Argument nicht. 

Dixon und Thurlow (4) sprechen sich fiir die Eirheitlichkeit des 
Schardingerenzyms aus und bezeichnen es ohne weiteres als Xanthin- 
oxydase. Wie es aus nachstehendem ersichtlich wird, ist es uns ge- 
lungen, aus frischer Milch ein Fermentpriparat zu isolieren, welches 
gleichzeitig Farbstoffe und Nitrate reduziert und Aldehyde, Hypoxanthin 
und Xanthin oxydiert. 


. Darstellung von haltbaren Perhydridasepriparaten. 

Die Bemiihungen mehrerer Forscher, die Oxydoredukase aus der 
Milch zu isolieren, blieben bisher erfolglos. 

Bereits im Jahre 1906 versuchte Seligmann (5), das Ferment durch 
Ausschiitteln des Milchrahms mit Wasser zu isolieren. Smiédt (6) 
wiederholte dieselben Versuche mit NaCl-Lésung. Aloy und Valdiquie (7) 
suchten das Casein durch Sattigung mit NaCl zu entfernen und das 
Ferment aus dem Filtrat durch Ammoniumsulfat auszufallen. Haas 
und Hill (8) versetzten die Milch direkt mit Ammoniumsulfat oder mit 
gesittigter Bleiacetatlésung. Vor kurzem wurde das gleiche Verfahren 
von Dixon und Thurlow benutzt. Es gelang ihnen, das Casein nebst 
einem Teil des Ferments auszusalzen. Der Fermentgehalt des Nieder- 
schlags war aber so gering, daB sie zur Ausfiihrung der Reaktion nicht 
weniger als 1,5 g des Trockenpulvers anwenden mubten. 

Fiir die Wahl des zur Darstellung der Perhydridase geeigneten 
Ausgangsmaterials ist die Kenntnis der Verteilung des Enzyms in 
den verschiedenen Milchprodukten erforderlich. Dafiir ist aber die 
zur Bestimmung der Enzymwirkung angewandte Methode maBgebend. 

Es wird gewoéhnlich zur qualitativen Bestimmung der Perhydridase 
die Methylenblaumethode, die noch von Schardinger herriihrt, benutzt. 
Im wesentlichen besteht dieselbe darin, daB man der frischen ungekochten 
Milch eine Lésung von Methylenblau und Formaldehyd (Schardinger- 
reagens) zusetzt und im Wasserbad bei 60° stehen Jat. Eine mehr oder 
weniger rasche Entfairbung des Gemisches weist auf die Anwesenheit des 
Ferments hin. Dieselbe Methode wurde auch zu quantitativer Bestimmung 


des Fermentgehalts angewandt, wobei als Merkmal die zur giinzlichen 
Entfarbung des Methylenblaues erforderliche Zeit diente. Diese Methode 
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wurde auch in den unlingst erschienenen Arbeiten von Morgan, Stewart 
und Hopkins und auch Dixon und Thurlow angewandt. Sie kann aber 
keinesfalls fiir einwandfrei gelten. Bei geringem Gehalt der Milch an Enzym 
ist man genétigt, ganz minimale Konzentrationen der Methylenblaulésung 
anzuwenden, um eine volle Entfarbung zu erreichen. So wandten z. B. 
Vorgan, Stewart und Hopkins in ihren Arbeiten iiber die Oxydation des 
Xanthins eine Methylenblaulésung an, die 0,00001 ccm Methylenblau in 
lecm der Gesamtfliissigkeit enthalt. Bei gréBerem Enzymgehalt werden 
derartige schwache Lésungen fast momentan entfirbt, und dann sind die 
Reaktionszeiten nicht genau meBbar. Andererseits sind gréBere Kon- 
zentrationen der Methylenblaulésung nicht brauchbar, denn eine schwache 
Fermentlésung wird nicht imstande sein, sie giinzlich zu entfarben. Eine 
bloBe Verminderung der Farbintensitét ist kolorimetrisch nicht bestimmbar, 
da die Methylenblaulésung durch den Milchzusatz ihre Fiirbung dndert. 
Bei der Methylenblaumethode scheint uns auch besonders stérend der 
Umstand, da®B die Leucobase des Methylenblaues schnell an der Luft 
oxydiert wird und die Lésung, von der Oberflache dem Boden hinzu, wieder 
gefirbt wird. Diese Wiederfairbung geht der Entfarbung parallel und 
verhindert, den Moment der viélligen Entfarbung festzustellen. Um diesem 
Ubelstand vorzubeugen, waren Dixon und Thurlow genétigt, ihre Versuche 
in geschlossenen, bis zu 5mm Druck evakuierten und dann dreimal mit 
Stickstoff ausgespiilten Réhrchen auszufiihren. 

Aus obigen Griinden ist die Methylenblaumethode kaum als eine 
quantitative zu bezeichnen. Viel besser ist die Methode der Nitrat- 
reduktion, die zuerst von Bach in seinen Arbeiten tiber die Perhydridase 
der Milch angewandt worden ist. 


Bach zeigte, daB die Milchperhydridase, die fiir sich allein auf 
Nitrate ohne Wirkung ist, letztere ziemlich rasch in Gegenwart von 
Aldehyden reduziert. Zur quantitativen Untersuchung der Reduktion 
der Nitrate durch das System ,,Perhydridase-Aldehyd** wurde von ihm 
folgende Methode ausgearbeitet. Zu einer bestimmten Menge Kuh- 
milch wird Acetaldehydlésung und Natriumnitrat (nitritfrei) zugefiigt 
und in verschlossenen GefaiBen im Thermostaten bei 60° stehengelassen. 
Bei dem Reduktionsproze8 wird Natriumnitrit erhalten, dessen Mengen 
proportional dem Fermentgehalt sind. Nach Verlauf einer halben 
Stunde werden einige Kubikzentimeter einer gesattigten Lésung von 
hasischem Bleiacetat zugesetzt (EiweiBfillen), das Gemisch wird durch 
ein trockenes Filter filtriert. In dieser Weise wird ein wasser- 
klares, véllig farbloses Filtrat erhalten, in dem der Nitritgehalt ebenso 
genau wie im Wasser nach der Jlosvay-Lungeschen Methode mit 
a-Naphthylamin und Sulfanilsiure in verdiinnter Essigsiurelésung 
bestimmt werden kann. Die Resultate werden in Milligramm N,O, 
pro leem des Ausgangsmaterials berechnet. 

Mit dieser Methode haben wir Milch und Milchprodukte, Vollmilch, 
Magermilch, Rahm und Butter, auf ihren Gehalt an Perhydridase 
quantitativ untersucht. Frische Kuhmilch wurde im Separator in 
ihre Bestandteile geteilt. Proben, je 2cem Vollmilch, Magermilch, 
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Rahm oder 2g Butter, wurden zur Bestimmung des Ferments ent- 
nommen. Von diesen Bestandteilen wurde je eine Probe zur Kontrolle 
bis zum Sieden erhitzt. Samtlichen Proben wurde dann 1 ccm 
Acetaldehydlésung (1 proz.) und leem 20proz. Natriumnitratlésung 
(nitritfrei) zugesetzt, gut durchgemischt und im Thermostaten bei 
60° stehengelassen. Nach Ablauf einer halben Stunde wurden die 
Proben mit je 3ccem einer klaren, gesittigten Lésung von basischem 
Bleiacetat (EiweiBfaillung) versetzt, durch ein trockenes Filter filtriert 
und im klaren Filtrat wurde die Nitritmenge kolorimetrisch nach 
llosvay-Lunge bestimmt. 

In nachstehender Tabelle sind die Reduktionsvermégen der er- 
wihnten Milchprodukte in Milligramm N,O, pro Kubikzentimeter 
(bzw. Gramm) des Ausgangsmaterials angegeben. 





N, Os in mg 
OO Eee ee ee 0,0027 
 . | Aaa 0,0007 
a 69 ke ese ee ee 0,0068 
0.0006 


ee ee 


Aus obigen Zahlen geht hervor, dab bei dem Aufarbeiten der Milch 
in ihre Bestandteile das Ferment, fast quantitativ, mit dem Fett in 
den Rahm tibergeht. Letzterer enthalt 2,5mal so viel Enzym wie die 
urspriingliche Milch und 10mal soviel wie die Magermilch. Diese 
Resultate stimmen véllig mit denen von Seligmann iiberein, welcher 
schon im Jahre 1909 darauf hingewiesen hat, dab der Rahm schneller 
Methylenblau entfarbe, als die Milch. Am merkwiirdigsten ist aber der 
Befund, daB in der Butter, welche fast alle Fette der Milch enthalt, 
der Fermentgehalt aiuBerst gering ist. Soweit die Hauptmasse des 
Ferments im Rahm enthalten ist, so muB offenbar bei der Aufarbeit ung 
des Rahmes auf Butter das Ferment entweder zugrunde gehen oder 
in der Buttermilch zuriickbleiben, indem es sich von den Fetttrépfehen 
loslést. Eine quantitative Untersuchung ergab, daB 1 cem der Butter- 
milch durchschnittlich 0,0131 mg N.O, liefert. Diese Tatsache kann nur 
so erklart werden, daB das Ferment unter der energischen mechanischen 
Einwirkung, welcher der Rahm im Apparat zur Buttergewinnung aus- 
gesetzt wird, von seinem Traiger, den Fetttrépfchen, losgelést wird. 
Die zu einer kompakten Masse der Butter — zusammengeballten 
Fetttrépfchen enthalten nunmehr blo®B Spuren des Ferments. Dixon und 
Thurlow erkliren die héhere Aktivitat des Rahmes durch eine vermutliche 
aktivierende Wirkung des Fettes. Sie weisen darauf hin, dab der Zusatz 
von gekochtem Rahm die Entfairbung des Methylenblaus durch Milch 
beschleunigt. Jedoch ist es viel wahrscheinlicher, daB in ihren Ver- 
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suchen nicht das Fett, sondern die Eiweibstoffe des gekochten Rahmes 
den beschleunigenden Einflu®B ausiibten. Eine ahnliche Erscheinung 
haben Bach, Sharsky und Nikolaeff (9) bei Serumzusatz beobachtet. 


Es wurde demnach die Buttermilch als Ausgangsmaterial zur 
Gewininung des Ferments gewahit!). Abgesehen vom hohen Ferment- 
gehalt, hat dieses Material noch den Vorzug, daB es bedeutend weniger 
Nebenstoffe enthalt als die Vollmilch. Sein spezifisches Gewicht ist 
1.032 bis 1,035, sein Fettgehalt 0,3 bis 0,5 Proz. 

Zur Isolierung des Ferments aus der Buttermilch wurden von 
uns die tiblichen Fallungsmittel angewandt, namlich Alkohol, Sulfate. 
Phosphorwolframsiure usw., jedoch erhielten wir dabei im Nieder- 
schlag nur sehr geringe oder gar keine Fermentmengen. Befriedigende 
Resultate erhielten wir nur bei Anwendung von Aceton. | Liter frischer 
Buttermilch wird mit 3 Litern frisch destillierten Acetons gefiallt. 
Nach | bis 2 Stunden wird die véllig klare Fliissigkeit vom Bodensatz 
dekantiert. Der Niederschlag wird acetonfrei abgenutscht. Zur voll- 
stindigen Entwasserung wird der Riickstand nochmals im Morser mit 
Aceton verrieben. Das Pulver wird dann auf Filtrierpapier ausgebreitet 
und zum Verdunsten des Acetons an der Luft liegengelassen. Das 
vollig trockene. acetonfreie Praparat wird im Soxhlet mit Petrolather 
1, bis | Stunde zum Entfetten extrahiert. Man erhilt so ein feines, 
weiBes Pulver. Die Ausbeute betrigt 40 bis 50 g, je nach der Beschaffen- 
heit der Buttermilch. Mit Wasser angeriihrt, bildet es eine feine Sus- 
pension, welche, in Anwesenheit von Aldehyd, Methylenblau entfarbt 
und Nitrate zu Nitriten reduziert. Durch Aufkochen wird das Praparat 
inaktiviert. 

Die Aktivitat dieses Priparats wurde auf folgende Weise bestimmt : 
0,05 g wurde in 1 cem Wasser suspendiert, 0,5 ccm einer 2 proz. Acet- 
aldehydlésung und 1 cem NaNO,-Lésung (10 proz.) zugesetzt und eine 
halbe Stunde bei 65° stehengelassen. Es wurde dabei 0.0326 mg N,O, 
gebildet. Dies entspricht ungefdhr der Aktivitdt von 12 cem frischer 
Milch. Das so gewonnene Priparat enthalt noch groBe Mengen von 
EiweiB und anderen Bestandteilen der Milch, welche mit dem Ferment 
niedergeschlagen wurden. Wir suchten durch nachtragliches Auflésen 
des Priiparat; und Wiederausfillen es von diesen Beimengungen zu 
befreien. Aber schon dieses trockene Priparat bietet bedeutende 
Vorziige bei der Arbeit im Vergleich zur gewéhnlichen Milch. Im 
verschlossenen Gefail behalt es lange Zeit seine Aktivitat. Nach der 


') Wird die Buttermilech von einem Milchgeschaft bezogen, so ist 
darauf zu achten, daB der zur Butterbereitung angewandte Rahm frisch 
und nicht vorgewirmt sei. Zur Gewinnung der Perhydridase muB die 
Buttermilch méglichst bald nach der Butterbereitung angewandt werden. 
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oben angegebenen Methode wird das Ferment fast quantitativ aus der 
Buttermilch gewonnen, wie aus folgenden Berechnungen zu ersehen 
ist: leem Buttermilch liefert 0,0131 mg N,O,, 1 Liter wiirde also 
13,1 mg N,O, entsprechen. Aus 1 Liter haben wir 40g Ferment- 
priparat gewonnen, von welchem 0,05 g 0,0326 mg lieferten; die ganze 
Menge entspricht somit 13 mg N,O,. 1 ccm der urspriinglichen Milch 
gab 0,0027 mg N,O,. Die Reduktionsfahigkeit unseres Prdparats ist 
also 240mal héher als diejenige der Milch. 

Das von uns gewonnene Praparat ist in reinem Wasser so gut 
wie unléslich. Wir versuchten daher die Bedingungen festzustellen, 
unter welchen es in Lésung gebracht werden kann. 

Bereits Seligmann, Smidt u. a. versuchten das Ferment aus dem 
Rahm durch Ausschiitteln mit Wasser zu gewinnen, jedoch ohne Erfolg. 
Wird unser Praparat mit Wasser geschiittelt und dann zentrifugiert, 
so gehen keine merklichen Mengen des Ferments in Lésung. Wir fanden 
aber, daB es sich in schwach (mit HCl) angesaiuertem Wasser lost. 
10g des Fermentpulvers werden im Mérser mit 40 ccm n/200 HC! 
angeriihrt und einige Tage unter Toluol im Eisschrank stehengelassen. 
Dann wird die Fliissigkeit durch ein Faltenfilter filtriert. Das so 
gewonnene Filtrat ist véllig klar, schwach gelblich und enthialt das 
Ferment in sehr aktivem Zustande. 0,1 ccm dieser Lésung, mit 1 cem 
NaNO, (6proz.) und 0,4 cem Aldehyd (2proz.) vermischt, liefert nach 
viertelstiindigem Aufbewahren bei 60° 0,0337 mg N,O;. Eine auf- 
gekochte Probe erwies sich als vollstandig inaktiv. Diese Ferment- 
losung ist also viermal aktiver als die Emulsion des Trockenpulvers. 
Dies ist wahrscheinlich nur so zu erklaren, da® nach der Bearbeitung 
des Trockeupulvers mit einer schwachen (n/200) Salzsiurelésung das 
Ferment von den begleitenden Eiweifstoffen losgerissen und besser 
gelést wird. 

Im Vergleich mit der urspriinglichen Milch war diese Ferment- 
lésung etwa 480mal konzentrierter. 

Die Menge der Trockensubstanz, die in Lésung iibergeht, wurde 
folgendermaBen bestimmt: 1 cem der Lésung wurde im Wasserbad in 
einem Platintiegel eingedampft, bei 105° bis zum konstanten Gewicht 
getrocknet. . Der Riickstand betrug 0,07 g. Von 10g des Ferment- 
pulvers gingen also in die Lésung (0,07 x 40) nur 2,8g, d.h. etwa 
25 Proz., iiber. Diese Lésung enthielt EiweiBstoffe und Kohlenhydrate. 

Versuche iiber die weitere Reinigung des Ferments sind im Gange. 


Die Entfarbung des Methylenblaus durch das isolierte Ferment. 


AuBer der Reduktion der Nitrate untersuchten wir auch die Ent- 
fiirbung des Methylenblaus durch das isolierte Ferment. 








Isolierung der Perhydridase der Milch. 49! 


In Anwesenheit von 0,5cem Acetaldehyd (2proz.) und 0,5 ccm 
Methylenblaulésung ("/594)) wird das Gemisch schon in der Kdlte durch 
0.1 cem der Fermentlésung momentan entfarbt. Morgan, Stewart und 
Hopkins muBten, um 0,3cem der gleichen Methylenblaulésung bei 
Erwirmen wahrend 1 Minute zu entfarben, 5cem Milch anwenden. 
Unter diesen Bedingungen waren sie imstande, die zur Entfarbung 
erforderliche Zeit zu messen. Bei der Untersuchung des isolierten 
Ferments mubten wir entweder eine gréBere Konzentration oder gréBere 
Mengen der Methylenblaulésung anwenden. Um die Entfirbung des 
Methylenblaus in einer Minute zu erzielen, muBten wir zu 0,1 ccm 
Fermentlésung 1,5cem, und in Anwesenheit von Hypoxanthin statt 
Acetaldehyd sogar 2,5 ccm der Methylenblaulésung zufiigen. Bei der 
Reduktion des Methylenblaus war also unser Perhydridasepriparat 
etwa 400mal aktiver als die Milch. Die Wirksamkeit des isolierten 
Ferments bleibt die gleiche, sei es, dap man Nitrate oder Methylenblau 
als reduzierbares Substrat anwendet. 


EinfluB der Temperatur. 


Nach Bach liegt die optimale Temperatur fiir die Perhydridase der 
Milch zwischen 60 bis 70°. Da er seine Versuche mit Milch durchfihrte, 
so hielten wir es fiir notwendig, dieselben Versuche mit dem isolierten 
Ferment zu wiederholen. 3 ccm der Fermentlésung wurden mit 27 ccm 
Wasser verdiinnt, und von dieser Lésung wurde je l ccm mit leem 
Natriumnitratlésung (10 proz.) und 0,4cem Acetatdehyd (2proz.) ver- 
setzt, eine halbe Stunde bei verschiedenen Temperaturen zwischen 
35 bis 85°, mit Intervallen von 10° aufbewahrt. Bei samtlichen, im 
nachstehenden angefiihrten Versuchen konnten wir die Fdllung mit 
Bleiacetat vermeiden, da die Gemische gianzlich klar und farblos blieben. 
Die kolorimetrischen Bestimmungen der gebildeten Nitritmengen 
konnten daher direkt in der oben angegebenen Weise ausgefiihrt werden. 


Resuliate: 
Temperatur. 35 45 55 65 75 85° 
N,O,. . . . 0,0168 0.0261 0,0321 0,0829 06,0218 0,0087 mg 


Das Optimum der Wirkung des isolierten Ferments liegt also bei 
65°, was mit der Erfahrung Bachs tibereinstimmt. 


Die Versuchsdauer des Riickgangs der Nitrite. 


Das Maximum der Nitritbildung wird in den Versuchen von Bach 
mit Milch nach einer halben Stunde erreicht, bei langerer Dauer nimmt 
die Nitritmenge ab. Mit dem isolierten Ferment erreichen wir das 
Maximum bereits nach 10 Minuten. 5 ccm der Fermentlésung wurden 
in einem kleinen Kolben mit 5 ccm Natriumnitratlésung (10proz.) und 
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2.5cem Acetaldehyd (2 proz.) vermischt und im Thermostaten bei 65° 
aufbewahrt. In Intervallen von 5 Minuten wurde je leem zur Be- 
stimmung der gebildeten Nitrite entnommen. Unser Ferment redu- 
zierte aber das Nitrat so energisch. daB die direkte Kolorimetrierung 
durch intensive Firbung gestért wird. Infolgedessen waren wir ge- 
zwungen, jedes Kubikzentimeter mit 9 ccm Wasser zu verdiinnen und 
dann erst in | cem dieses Gemisches die Kolorimetrierung vorzunehmen. 


Resultate: 
Zeitdauer. . 5 10 15 20 30 40 Minuten 
NO, = es Ss a eee 0.069 0.067 060 0.057 0,055 me 


Wie ersichtlich, beginnt schon nach LO Minuten langer Einwirkung 
des Ferments ein Riickgang der entstandenen Nitrite. Wie es schon 
Bach betonte, verlaufen Bildung und Zerstérung der Nitrite gleich- 
zeitig; am Beginn der Fermentwirkung gestaltet sich die Resultierende 
zugunsten der Bildung, in den spiteren Phasen wird mehr Nitrit zer- 
stért als gebildet, so daB eine Abnahme der vorhandenen Nitritmengen 


zustande kommt. 


Wirkung des isolierten Enzyms in Anwesenheit verschiedener 
Sauerstoffakzeptoren. 

Wie bereits erwahnt, bewirkt die frische Milch die Reduktion des 
Methylenblaus oder der Nitrite in Anwesenheit verschiedener Sauer- 
stoffakzeptoren; Schardinger wandte Formaldehyd an, Bach Acet- 
aldehyd oder andere Aldehyde und auch Proteinabbauprodukte, Morgan, 
Stewart und Hopkins Xanthin und Hypoxanthin. Es war von Interesse 
festzustellen, ob auch das isolierte Ezym die genannten Sauerstoff- 
akzeptoren zur Herstellung eines oxydoreduzierenden Systems ver- 
werten kann. 

Ein Gemisch von 0,lcem unserer Enzymlésung und 1,5 cem 
Methvlenblaulésung werden mit 0,4cem Formaldehydlésung (1 proz.) 
oder mit 0,5cem Acetaldehydlésung (2 proz.), oder mit Salicylaldehyd- 
lésung, oder mit Liehigs Extrakt, oder mit Hypoxanthin versetzt. 
Zur vélligen Entfarbung der Gemische bei Zimmertemperatur (18°) 
waren folgende Zeiten erforderlich : 








Sauerstoffakzeptoren Formaldehyd Acetaldehyd Salicylaldeh yd 
Zeiten... . 60" 40’ 50’ 
Sauerstoffakzeptoren Liebigs Extrakt Hypoxanthin 
a ee 40’ 30’ 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, da das isolierte Enzym kata- 
lytisch auf dieselben Substrate wie die Milch einwirkt, was fiir die 
Einheitlichkeit des oxydoreduzierenden Enzyms der Milch spricht. 


Die Redukase als Gemisch von Schardingerenzym (Perhydridase) 

und Sauerstoffakzeptoren, 

Die Beziehungen des Schardingerenzyms zu der Redukase der 
Gewebe wurden bereits von Bach klargestellt. Er zeigte, dal die Redu- 
kase der Leber in ein Enzym, welches mit dem Schardingerschen 
identisch ist, und ein Koenzym, welches aus Proteinabbauprodukten 
besteht, zerlegt werden kann. Bachs Befund wurde von Morgan, Stewart 
und Hopkins vollig bestatigt und dahin prazisiert, daB unter den Protein- 
abbauprodukten Xanthin und Hypoxanthin als spezifische Sauerstoff- 
akzeptoren fungieren. Mit dem isolierten Enzym der Milch und Liebigs 
Extrakt labt sich ein Priparat darstellen, welches eine echte Redukase 
vortduscht. Wird 1g trockenes Enzympraparat mit 1 g trockenem 
Liebigs Extrakt verrieben, so erhalt man ein Pulver, welches in wiisseriger 
Lésung Farbstoffe entfarbt und Nitrate zu Nitriten reduziert 


Zusammenfassung. 

1. Dic auf der Methylenblauentfarbung begriiundete Methode der 
quantitativen Perhydridasebestimmung ist aus mehreren Griinden als 
unzulanglich zu betrachten. Als gut geeignet fiir quantitative Unter- 
suchungen hat sich die von Bach vorgeschlagene Methode der Nitrat- 
reduktion erwiesen. 

2. Mit dieser Methode durchgefiihrte Untersuchungen der ein- 
zelnen Bestandteile der Milch haben gezeigt, daB die Hauptmasse der 
Perhydridase im Rahm aufzufinden ist. Sowohl Magermilch wie auch 
Butter enthalten bloB Spuren des Enzyms. Bei der Gewinnung der 
Butter bleibt die Perhydridase in der Buttermilch zuriick. Letztere 
wurde als Ausgangsmaterial zur Isolierung der Perhydridase gewahilt. 

3. Die Buttermilch wird mittels Aceton gefallt, der Niederschlag 
getrocknet und mit Petrolither im Soxhletapparat extrahiert. Das 
erhaltene Pulver (40 bis 50g pro Liter Buttermilch) ist stark aktiv, 
in Wasser so gut wie unléslich. Durch Digerieren mit n/200 HCl wird 
das Enzym in Lésung gebracht, man erhalt dabei eine Lésung, die 
480mal aktiver als Milch ist. 

4. Das isolierte Ferment vermag sowohl Nitrate zu Nitriten, wie 
auch Methylenblau zu der entsprechenden Leucobase zu reduzieren, 

5. Das Temperaturoptimum des isolierten Ferments liegt bei 60°. 

6. Die maximale Nitritmenge wird bereits nach 10 Minuten er- 
reicht. Bei lingerer Versuchsdauer geht die Menge des vorhandenen 


Nitrits zuriick. 








494 8B. Sbarsky u. D. Michlin: Isolierung der Perhydridase der Milch. 


7. Als Sauerstoffakzeptoren fiir die Wirkung des isolierten Ferments 
kénnen Aldehyde, EiweiBabbauprodukte, Xanthin und Hypoxanthin 
fungieren. Es wird dadurch die Identitat des Schardingerenzyms, 
Purinoxydase und der Perhydridase der Gewebe festgestellt. 


Literatur. 
1) Schardinger, Zeitschr. f. Untersuch. d. Nahrungs- u. GenuSmittel 
5, 1113. — 2) A. Bach, diese Zeitschr. 31, 443, 1911; 33, 282, 1911; 3s, 
154, 1912; 52, 412, 1913; 58, 205, 1914. — 3) Morgan, Stewart and Hopkins, 


Proc. Roy. Soc. 94, 1922. — 4) Dixon and Thurlow, Biochem. Journ. 15, 
971, 1924. — 5) Seligmann, Handbuch der Milchkunde, herausgegeben von 
Sommerfeld, 1909, 8. 306. — 6) Smidt, Arch. f. Hyg. 58, 313. — 7) Aloy und 
Valdiguie, Comt. rend. Soc. Biol. 86, 333, 1921. — 8) Hass and Hill, 
Biochem. Journ. 18, 671, 1923. — 9) Bach, Sbarsky und Nikolaejf, diese 
Zeitschr. 1385, 32, 1923. 


























Adsorption von Eiweibabbauprodukten 
durch die Formelemente des Blutes in vivo und in vitro. 


IV. Mitteilung’): 
Die Adsorption von einigen Aminosiuren durch die roten Blutkérperchen, 


Von 


B. Sbarsky und A. Muchamedoff. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1925.) 


Der eine von uns (Sharsky) (1) zeigte, daB rote Blutkérperchen 
die Fahigkeit besitzen, EiweiBabbauprodukte zu adsorbieren, die nach 
Zerstérung der Formelemente durch Erhitzen frei gemacht werden. 
Als Abbauprodukte benutzte er eine Lésung von Erepton (das End- 
produkt der Hydrolyse des FleischeiweiBes) und das Diphtherietoxin, 
d. i. ein Gemisch von Eiweif8, Peptonen, Aminosiiuren usw. Es schien 
von Interesse, die Adsorptionsfahigkeit der Erythrocyten gegeniiber 
einzelnen isolierten Aminosiuren zu untersuchen. 

In der Literatur finden wir einige Arbeiten iiber die Beziehung 
zwischen roten Blutkérperchen und Aminosduren. Vor einigen Jahren 
wurde die Frage iiber das Schicksal jenseits der Darmwand der Abbau- 
produkte, die man durch EiweiSverdauung erhalt, von manchen 
Autoren untersucht. 

Costantino, Van Slyke, Meier, Folin, Denis, Rona, Bang und andere 
konnten mit absoluter Sicherheit feststelien, daB die Aminosiuren der 
Eiwei®Bverdauung durch den Darm ohne Veriinderung in das Blut 
gelangen. 

Besondere Beachtung verdienen die Angaben von Costantino (2). 
Wahrend andere Autoren nur das Serum untersuchten, wurde von 
Costantino zum ersten Male sowohl das Serum wie die Formelemente 
des Blutes auf ihren Gehalt an Aminosiuren untersucht. Es gelang 


1) Erste, zweite und dritte Mitteilung, diese Zeitschr. 135, 21; 141, 
33; 141, 37, 1923. 
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ihm zu beweisen, daB die Erythrocyten stets mehr Aminosiuren als 
das entsprechende Serum euthalten. Dieser interessante Befund wurde 
von Costantino in vitro naher erforscht. Wenn man nimlich einer 
Emulsion von Erythrocyten einzelne Aminosaiuren (Glykokoll, Alanin 
und Asparagin) hinzufiigt,so zeigt sich, daB dieselben in den Erythrocyten 
angespeichert werden. Diese Erscheinung erklarte Costantino durch 
die ,, Permeabilitat’* der Erythrocyten fiir Aminosiuren und, da in seinen 
Versuchen diese Speicherung in den kernhaltigen Erythrocyten (bei 
Végeln) viel ausgesprochener war, so glaubte er, daB die Aminosauren 
an dem Stoffwechsel der Erythrocyten teilnehmen. 

Die Frage tiber die Verteilung der ins Blut gelangenden Amino- 
sauren zwischen Plasma und Formelemente wurde auch von Bang (3) 
erértert. Er fand, daB, wenn man einem Tiere Glykokoll oder Alanin 
per os darreicht, eine Vermehrung der Aminosiuren im Blute zu_be- 
merken ist, jedoch war kein Unterschied in den Aminosiuremengen 
zwischen Plasma und Formelementen festzustellen. Da in den isoto- 
nischen Lésungen von Alanin und Glykokoll keine Himolyse der 
Erythrocyten stattfand, zog Bang den SchluB, daB dieselben fiir Amino- 
sauren unpermeabel sind. Den verschiedenen Gehalt an Aminosauren 
im Plasma und in den Formelementen wollte er damit erkliren, dab 
die Aminosiuren der Erythrocyten das Resultat des fermentativen 
Abbaus des Eiweibes der roten Blutkérperchen darstellen. 


Die Ursache dieser sich widersprechenden Resultate konnte man 
einerseits dadurch erklaren, daB die erwahnten Autoren verschiedene 
Methoden anwandten, andererseits lag es sicher darin, da Costantino 
die Aminosiuren den Erythrocyten in vitro hinzufiigte, wahrend Bang 
die Tiere mit Aminosiuren fiitterte und nach verschiedenen Zeitriumen 
im Blute den Gehalt an Aminosiuren bestimmte. 


Unsere Versuche wurden in vitro mit Kaninchenerythrocyten unter 
Zusatz von Glykokoll, Alanin, Tyrosin und Leucin (Kahlbaum) als 
Aminosauren durchgefiihrt. 

Vor dem Versuch hungerte das Tier wihrend 12 Stunden. Das 
Blut, direkt dem Herzen oder der Art. carotis entnommen, wurde 
defibriniert, zentrifugiert, die Formelemente dreimal mit physiologischer 
Kochsalzlésung (0,85 proz.) gewaschen und mit derselben emulgiert. 
Diese Emulsion wurde in eine Reihe Zentrifugierglischen zu je 4 ccm 
verteilt und iiberall je 4 ccm Aminosaurelésung (etwa 1:2500) zugesetzt. 
Als Kontrollen wurden folgende Versuche angestellt: a) 4 ccm Erythro- 
cytenemulsion und 4 ccm physiologischer Kochsalzlésung. In diesem 
Versuch wurden die stickstoffhaltigen Produkte bestimmt, welche 
aus den Erythrocyten ausgewaschen werden. b) 4 ccm physiologischer 
Salzlésung wurden mit 4cem der Aminosiurelésung versetzt. Dieser 
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Versuch diente dazu, den N-Gehalt der zugesetzten urspriinglichen 
Aminosiiuresl6ung zu bestimmen. Alle Probierréhrchen wurden 45 Mi- 
nuten im Thermostaten aufbewahrt und dann zentrifugiert. Von den 
Zentrifugaten wurden je 2 ccm abgemessen und mittels | cem Phosphor- 
wolframgemisches die Proteine ausgefillt. Es wird von neuem zentri- 
fugiert und vom Zentrifugat 0,5ccm zur Reststickstoffbestimmung 
entnommen. Letztere wurde nach der Mikromethode von Folin in der 
Modifikation von Acel (4) ausgefiihrt; es hat sich diese Methode als 
geniigend exakt und einfach erwiesen. 
Als Beispiel sollen die hier beigebrachten Resultate dienen: 





Menge des N 


\minosaure Erythrocyten, Aminosaure Kontrolle a Kontrolle b 

mg mg mg 

re 0,0140 0.0024 0.0162 
ae ne oe 2 0.0125 0.0024 0.0136 
ne” 2 ~~ +o 6 = oe 0.0135 0.0024 0.0090 
WOME 6c ce we SHE 0,0137 0,0024 00086 


Aus dieser Tabelle kann man ersehen, daB die physiologische 
NaCl-Lésung eine gewisse Menge N-haltiger Bestandteile aus den 
Blutkérperchen auswascht. Die Kontrolle ergibt in diesem Falle 
0,0024 mg N. Diese Menge kommt in den betreffenden Versuchen in 
Abzug. Die so erhaltene Zahl wird nun subtrahiert vom Stickstoff- 
gehalt, welcher im zweiten Kontrollversuch (NaCl-Lésung und Amino- 
siure) gefunden wurde. Die auf diese Weise erhaltenen Zahlen sind 
in folgender Tabelle zusammengestellt : 





Menge des adsorbierten N 


Aminosaure 
mg Proz. 
( ilvkokoll see eats 0.0046 28.8 
pO ee 00035 25,7 
NS hss a aig ak te 0 0 
TI as ee ae 0 0 


Fiir Glykokoll und Alanin erhalten wir somit eine Verminderung 
des N-Gehalts. In Wirklichkeit ist diese Verminderung noch erheblicher, 
als durch die angefiihrten Zahlen angegeben ist. Man mu namlich 
beriicksichtigen, dab, wenn wir im Hauptversuch 2cem des Zentri- 
fugates abheben, die Aminosiiurekonzentration hier héher sein mibte 
als in der Kontrolle, weil dabei das Volumen der Blutkérperchen niclit 
in Betracht genommen wird. Jedoch, ohne sogar diese Fehlerquelle 
zu beriicksichtigen, erhalten wir fiir die Alaninadsorption 25,7 Proz. 
und fiir die Glykokolladsorption 28,8 Proz. Bei Tyrosin und Leucin 
ist keine Adsorption zu beobachten, und infolge des oben erwahnten 
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Fehlers erhalten wir im Hauptversuche sogar héhere N-Werte als in 
den Kontrollen. 

Diese Versuche wurden vielmals wiederholt, indem wir cinerseits 
die Erythrocytenmenge, andererseits die Menge der Aminosiure vari- 
ierten, und erhielten dabei stets dasselbe Resultat, und zwar: das 
Glykokoll und Alanin werden durch die Erythrocyten in Mengen von 
10 Proz. bis 40 Proz. adsorbiert, wahrend Tyrosin und Leucin das 
nicht tun. 

Was unsere Versuche mit Alanin und Glykokoll betrifft, so stimmen 
hier die erhaltenen Resultate mit denjenigen Costantinos iiberein; mit 
Tyrosin und Leucin hatte dieser Autor keine Versuche angestellt 


Zusammenfassung. 

In Zusammenhang mit friiheren Untersuchungen wurde die Ad- 
sorption einzelner Aminosiuren durch die Formelemente des Blutes 
erértert. Es erwies sich dabei, daB, wahrend Leucin und Tyrosin gar 
nicht adsorbiert werden, von Glykokoll und Alanin 10 bis 40 Proz. der 
zugesetzten Menge durch die Erythrocyten adsorbiert werden. 


Literatur. 
1) B. Sbarsky, diese Zeitschr. 135, 21, 1923. 2) A. Costantino. 
ebendaselbst 55, 411. — 3) J. Bang, ebendaselbst 74. 278 und 294. 


4) D. Acel, ebendaselbst 121, 120. 
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Zur Frage 
der kiinstlichen und natiirlichen Phosphorylierung des Zuckers. 


Von 


C. Neuberg und M. Kobel. 


(Aus dem KaiserWilhelm- Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


Vor langerer Zeit haben C. Newberg und H. Pollak') gezeigt, dab 
man kiinstlich in das Molekiil des Zuckers Phosphorsadurereste ein- 
fiihren kann. Die so entstehenden Ester haben auch, da sie sich der 
fermentativen Spaltung zugiinglich erwiesen haben, physiologisches 
Interesse erlangt?). Die Methode, die zur Gewinnung dieser Kohlen- 
hydrat-Phosphorsaure-Verbindungen verwendet wurde, ist verschieden 
von den Vorgingen, die sich bei den biologischen Prozessen ab- 
spielen kénnen. Sie beruht auf der Behandlung des Zuckers mit 
Phosphoroxychlorid in Gegenwart siurebindender Basen und vollzieht 
sich nach der Gleichung: 2C,H,,0, + 2 POC], + 5M,0 = 6MCl 
+ H,O + 2C,H,,0;.0.PO,M,. Dieses Verfahren hat sich auch 
zur Darstellung phosphorylierter Polysaccharide verwenden lassen, 
z. B. zur Bereitung einer Stirke-phosphorsiure*). In Anbetracht 
des Umstandes, da8 in der Natur sowohl Hexose-di-phosphorsaure als 
Hexose-mono-phosphorsaure auftreten und Starke wie Glykogen einen, 
wenn auch kleinen Gehalt an Phosphorsiure aufweisen, die allem 
Anschein nach organisch gebunden ist, haben wir wiederholt versucht*), 
unter solchen Bedingungen eine Phosphorylierung von Kohlenhydraten 
zu erreichen, die mit den natiirlichen Vorgangen vergleichbar erschienen. 
Dabei haben wir in erster Linie an eine Reaktion des Zuckers mit 
anorganischen Phosphaten an Stelle des von uns erfolgreich  ver- 
wendeten Chlorids der Phosphorsiure (s. oben) gedacht; allein den 





1) C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 28, 515; 26, 514, 1910; 
vel. E. Fischer, Chem. Centralbl. 1914, II, 1050. 

2) Literatur siehe bei C. Neuberg, Oppenheimers Handb. d. Biochem., 
2. Aufl., 1, 531, 1924. 

3) J. Kerb, diese Zeitschr. 100. 3, 1919; M.Samec und A. Meyer, 
Chem. Centralbl. 1923, I, 46. 

4) Vgl. diese Zeitschr. 28, 517, 1910. 
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00 C. Neuberg und M. Kobel: 
Versuchen ist bisher der Erfolg versagt geblieben. Wir hofften nun 
weiterzukommen unter Heranziehung der vor einiger Zeit von O. Warburg 
und M. Yabusoe') sowie O. Meyerhof und K. Matsuoka?) studierten 
Autoxydation von Fruchtzucker in konzentrierten Phosphatlésungen. 
Hierbei handelt es sich zwar um eine Oxydation des Zuckers durch 
den eingeleiteten Sauerstoff, aber es wire immerhin denkbar gewesen. 
da®B eine vorherige Vereinigung des Kohlenhydrats mit der Phosphor- 
siure zu einer organischen Verbindung die Sauerstoffzehrung begiinstigt 
hatte und irgend eine Fructose-Phosphorsiure-Verbindung nach- 
weisbar geworden wire. Dies ist, wie die nachstehend mitgeteilten 
Protokolle lehren, jedoch nicht der Fall. Wir haben zu keiner Zeit 
eine Phosphorylierung der unverainderten Fructose oder Eintritt des 
Phosphats in irgend eine organische Verkettung beobachten kénnen 
Dies Ergebnis ist auch nicht wunderbar, wenn man _ bedenkt, dal} 
nach Meyerhof und Matsuoka Hexosediphosphat im Gegensatz zu freier 
Fructose gerade in Anwesenheit von starker Phosphatlésung gegen 
Sauerstoff bestandig ist und die Oxydation des Fruchtzuckers eine 
Schwermetallkatalyse darstellt. Es sind nimlich Spuren von Eisen oder 
einem anderen mehrwertigen Metall erforderlich. Andererseits ist das 
Phosphation vollkommen entbehrlich, indem es glatt durch Arseniat 
ersetzt werden kann. Die Ubertragungskatalyse des Sauerstoffs, die 
zu jener bemerkenswerten Oxydation des Zuckers fiihrt, scheint also 
nicht an das intermediire Auftreten eines organischen Phosphorsaure- 
derivats gebunden zu sein. Damit im Einklang stehen unsere alten 
Beobachtungen*), da die Oxydation des Zuckers (und auch anderer 
Substanzen, wie der Aminosaiuren) im Lichte durch Spuren beliebiger 
Eisensalze (Ferrosulfat, Ferrichlorid) vermittelt wird. 

Hierbei handelt es sich, wie seinerzeit dargetan wurde, um eine photo- 
katalytische Wirkung, deren treibende Kraft im Licht gelegen ist und bei 
der die Eisensalze als Sauerstoffiibertrager tatig sind, indem sie zu einer 
héherwertigen Stufe oxydiert werden und dann Sauerstoff an das Substrat 
abgeben. Im Lichte erfolgt dann von neuem die Beladung des Oxydul- 
eisens mit Sauerstoff und so fort. Man hat demnach einen Kreisproze 
nach dem Schema Eisenperoxyd [= Eisenoxydul. Auch bei diesen 
Photokatalysen kann das Eisen durch andere Metalle ersetzt werden, 
z. B. durch Uran und Cer‘), ferner kann man Chinone und chinoide Farb- 
stoffe verwenden 5), die nach dem Typus Chinon [= Hydrochinon wirken. 
also’ ganz analog dern Paradigma Superoxyd [= Oxydul. 


') O. Warburg und M. Yabusoe, diese Zeitschr. 146, 380, 1924. 

2) O. Meyerhof und K. Matsuoka, ebendaselbst 150, 1, 1924. 

8) OC. Neuberg, ebendaselbst 18, 305, 1908; 28, 279, 1910. 

*) C. Neuberq und E. Schwenk, ebendaselbst 71, 219, 1915. 

5) C. Neuberg und A. Galambos, ebendaselbst 61, 315, 1914; C. Neuberg 
und W. H. Peterson, ebendaselbst 67, 63, 1914; H. Meyer und A. Eckert, 
M. 89, 241, 1918. 
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Kiinstliche und natiirliche Phosphorylierung des Zuckers. | 


DaB auch sonst die Verbrennung von Zucker durch atimosphirischen 
Sauerstoff nicht an die Gegenwart des Phosphations gekniipft ist, geht aus 
den Untersuchungen von F.Framm') H.Schade*), P. Mayer*), C.@. 
Mac Arthur*), A. Job®) sowie A. K. Goard und E. K. Rideal*) hervor. 
Erwihnt sei, daB nach O. Ruff?) sich durch atmosphirischen Sauerstoff 
d-Glucose bei Gegenwart eines Ferrisalzes in d-Arabinose umwandeln lABt, 
also durch Aboxydation eines Kohlenstoffatoms. 

In den erwahnten Untersuchungen haben Meyerhof und Matsuoka 
den Beweis dafiir, daB die Fructose-oxydation in Phosphatlésung eine 
Schwermetallkatalyse ist, dadurch geliefert, daB sie in charakteristischer 
Weise durch Cyankalium und Pyrophosphat gehemmt wird, also durch 
Agenzien, die mit Eisen Komplexe bilden; diese sind offenbar starker 
als die in alkalischem Milieu vorhandenen Komplexverbindungen des 
Zuckers mit Eisen, die O. Baudisch*) beschrieben hat. Interessant 
ist, daB nach H. A. Spoehr*) das komplexe Natrium-Ferro-pyrophosphat 
Na, Fe, (P, O;), (ebenso wie das System Dinatriumphosphat + Methylen- 
blau + Ferriphosphat) auf alle Hexosen und auch auf Disaccharide 
atmospharischen Sauerstoff tibertragt und CO, erzeugt. 

Wenn also auch der Mechanismus der rein chemischen Zucker- 
zerstorung in alkalischer Lésung im allgemeinen und in Gegenwart 
alkalisch reagierender Phosphate im besonderen nicht mit einer nach- 
weisbaren intermediaren Phosphorylierung des Zuckers zusammen- 
hangt, so erhob sich doch die Frage, ob nicht etwa die biologische 
Phosphorylierung mit einer Schwermetallkatalyse verkniipft ware. 
Bekanntlich haben <A. Harden und W.J. Young sowie L. Iwanow 
gezeigt, dab Hefe unter geeigneten Bedingungen mit Zucker und 
Phosphaten Hexose-phosphorsaure-ester erzeugt'®). Die Frage ist nicht 
ganz geklirt, ob es eine unabhingige biologische Phosphorylierung 
gibt. oder ob mit ihr stets eine Umformung") oder Spaltung des Zuckers 
einhergeht. Die letztere selbst ist im Falle der alkoholischen Zucker- 
spaltung ein ProzeB, der sich aus verschiedenen Teilreaktionen zu- 
sammensetzt, bei denen Oxydationen und Reduktionen abwechseln. 
Somit ist es a priori nicht ausgeschlossen, daB bei der Garung Schwer- 
metallkatalysen im Spiele sind. Orientierende Versuche, die Herr 

') F. Framm, Pfliigers Arch. 64, 587, 1896. 

*) H. Schade, Zeitschr. f. physikal. Chem. 57, 1, 1906. 

%) P. Mayer, diese Zeitschr. 82, 1, 1911. 

*) C.G. Mae Arthur, Chem. Centra!bl. 1928, IT], 1413. 

*) A. Job, C. r. 184, 1052, 1902. 

*) A. K.Goard und E. K. Rideal, Chem. Centralbl. 1924, I, 2560. 

*) O. Ruff, zitiert nach G. Ollendorf, Dissertation Berlin 1900, 8. 6. 

8) O. Baudisch, B. 50, 652, 1917. 

®) H. A. Spoehr, Chem. Centralbl. 1924, II, 937. 

”) Literatur siehe bei C. Newberg, Oppenheimers Handb. d. Biochem, 
2. Aufl., 2, 442, 1925. 
") Vel. A. Gottschalk, diese Zeitschr. 1556, 354, 1925. 
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O.Warburg und ich schon vor langerer Zeit ausgefiihrt haben, be- 
rechtigen noch zu keinen endgiiltigen SchluBfolgerungen. Nach einer 
alten Angabe von R. Fiechter') soll Blausiure stirker auf die Garung 
als die Atmung lebender Hefezellen wirken, also an verschiedenen 
Atomgruppen angreifen, auberdem soll sie die Zellvermehrung be- 
deutend herabsetzen Ferner haben EE. und H. Buchner und 
M. Hahn*) gezeigt, daB auch die zellfreie Garung durch Blausiure 
nicht irreversibel gehemmt wird, indem einfaches Uberleiten von 
Luft geniigt, um die zuckerspaltende Kraft des PreBsaftes wieder 
herzustellen in dem Mabe, als die Blausiure verjagt wird. Ein 
gleiches hatte Schénbein fiir das Girvermégen von Hefezellen an- 
gegeben. Diese Untersuchungen itiber die Einwirkung der Blausaure 
sind simtlich bei saurer Reaktion angestellt, wo die komplex- 
bildende Kraft der Cyanwasserstoffsiure bekanntermaBen gering oder 
nicht vorhanden ist. Wir haben nun nach dieser Richtung hin zunachst 
den einfachen ProzeB der Phosphatbindung gepriift, der sich im 
alkalischen Medium durchfiihren laBt. Das Optimum fiir die Reaktion 
liegt zwar nach H. v. Euler und F. Nordlund*) bei py = 64, aber die 
Phosphorylierung mittels Hefe ist auch bei py = 8,4 zu erreichen. 
Dieser Vorgang der biologischen Phosphorylierung wird bei py = 8.4 
durch Zugabe selbst groBer Mengen von Cyankalium (Gehalt an 
KCN = n/100 bis n/50) nicht aufgehoben. Er verlaiuft sogar vollstandig, 
wenn auch teilweise etwas verzégert. Scheinbar handelt es sich darum. 
da8 zunichst die Reaktion unterbunden ist, dann aber setzt sie ein 
und geht nun glatt vonstatten. (Dasselbe Verhalten gibt Fiechter (1. c.) 
fiir die Garung in saurem Milieu an; auch dort handelt es sich nicht 
um eine Austreibung von HCN als Gas.) Die Verlangsamung kann 
mehrere Griinde haben. Es kann sich um die Fortnahme eines Kata- | 
lysators*) handeln, der Carbonylstruktur aufweist und erst neu gebildet ; 
werden muB (Cyanhydrinreaktion von Ketosiuren und Acetaldehyd). 
Sodann kann die Konkurrenz zweier verschiedener Komplexbildungen 
vorliegen, etwa derart, daB zunichst Cyankalium die Spuren Schwer- 
metall mit Beschlag belegt und daraus langsam durch den trager 
reagierenden Zucker nach dem Massenwirkungsgesetz verdringt wird. 
so daB das Gleichgewicht erst allmahlich hergestellt wird. Eine weitere 
Moéglichkeit besteht unter anderem darin, da8 mit Fortdauer der 
Digestion die anfinglich alkalische Reaktion py = 8,4 vermindert) 


1) R. Fiechter, Cher den Einflu8 der Blausiure auf Fermentvorginge. 
Dissertation Basel 1875, 8. 29. 

2) E. und H. Buchner und M. Hahn, Zymasegiirung, 8. 182. 

3) H.v. Euler und F. Nordlund, H. 116, 242, 1921. 

*) Vel. P. Boysen Jensen, diese Zeitschr. 154, 260, 1924. 

5) A. Fernbach, C. r. 166, 77, 1913. 
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he- wird und ein lockerer Komplex dabei zerfallt (Zerlegung durch Saure) ; 
iner denn zum SchluB, wenn alles Phosphat gebunden war, betrug pg in 
ung unseren ersten Versuchen nur noch 6,8. Ferner wollen wir bemerken, dab 
nen nicht etwa eine oxydative Zerstérung der Blausaure in Betracht kommt; 
a denn auch nach Beendigung der Versuche und sogar nach mehrtagigem 
v | 1 I h Beendigung der \ h 1 r nach hrtagigen 
und | Stehen lie sich unverdinderte Blausiure mittels Phosphorsiure frei 
jure machen und iiberdestillieren. Die Phosphorylierung ist die Umkehr 
von einer hydrolytischen Erscheinung, nimlich der Phosphatasebetatigung. 
der Nach vorliegenden Erfahrungen scheinen, soweit negativen Versuchen 
Ein Beweiskraft zukommt, einfache Fermenthydrolysen [z. B. solche 
an- durch Trypsin und Emulsin')] nicht empfindlich gegen Cyankalium 
jure zu sein: wir haben jedoch eine komplette biologische Phosphorylierung 
lex- bei héherer Alkalinitat, also im Bereich starkerer Cyankomplexwirkung, 
der und zwar bei einem py von 8,4 bis 7,85 erreicht. 
shst 
im A. Fruetose in Phosphatlisungen. 
Hon Versuch 1. Sg Fructose wurden in 100 cem m-Dinatriumphosphat- 
die lésung gelést und Lcem m/10 Kupfersulfatlésung hinzugefiigt (py = 8,4). 
en. (Vor Beginn des Versuchs wurden 5,0 cem der Lésung abgenommen, auf 
84 | 100,0 com aufgefiillt und der Phosphatgehalt in 5,0 cem dieser verdiinnten 
/ : Lésung bestimmt.) Dann wurde bei 37° kohlensiucefreier Sauerstoff durch 
an die Lésung geleitet und hinter diese eine Waschflasche mit Barytwasser 
dig, geschaltet. Schon nach 20 Stunden hatte sich in der Vorlage ein dicker 
um. : Niederschlag von Bariumearbonat abgeschieden. Von Zeit zu Zeit wurden 
ein | der Lésung Proben entnommen und der Phosphatgehalt wie bei der Anfangs- 
) : hbestimmung ermittelt. 
Cc. 
cht Zeit Mg, P.O; Zeit Mg, P.O; 
ann 
ita- Anfangsbestimmung . 0,0313 Nach 52 Stunden. . 0,0311 
Nach 2 Stunden. . 0,0310 ie . _— 0,0309 
det nc ae 0,0314 
yd). 
gen Nach Beendigung des Versuchs wurde in einem ‘Teil der Lésung die 
ver- | anorganische Phosphorsiure mit Magnesiamischung ausgefallt, das Filtrat 
ger mit starker Salpetersiure behandelt und im Riickstand auf organisch ge- 
ind bunden gewesene Phosphorsiiure gepriift. Das Resultat war negativ. 
ere Versuch 2. Derselbe Versuch wurde in neutraler Phosphatlésung 
der (dargestellt aus primarem und sekundirem Phosphat) bei pg = 7,0 wieder- 
-t 5) holt. Er verlief in gleicher Weise. Awech hier war zu keiner Zeit organisch 
gebundene Phosphorsiure nachweisbar. 
ie. Zeit Mg» P.O; 


Anfangsbestimmung . . 0,0285 
Nach 4 Tagen. .... 0,0282 


') BE. Rona, diese Zeitschr. 109, 279, 1920. 
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B. Glucose in Phosphatlésung. 
Die Versuchsanordnung war dieselbe wie bei Versuch 1. Erst nach 
4 Tagen hatte sich etwas Bariumcarbonat abgeschieden, dessen Meng: 
innerhalb 14 Tagen nur wenig zunahm. Organisch gebundene Phosphor- 
siure lie’ sich auch hier nicht nachweisen. 





Zeit Mg» P, O; 


Anfangsbestimmung . . 0,0257 
Nach 14 Tagen .... 0.0255 


C. Phosphorylierung mit Trockenhefe unter Zusatz von Cyankalium. 


Versuch 1. 10g Rohrzucker wurden in 50 ccm 0,3 mol. Dikaliumphosphat 
gelést, 5cem n/10 Natroniauge, 0,65 eem nCyankalium, 2ecem Toluol 
und 5g Trockenhefe zugesetzt. py = 8,4. Cyankaliumkonzentration 

n/100. Zu Beginn des Versuchs wurden 3,0 cem der Lésung mit 6,0 cem 
2'%proz. Ammoniaks versetzt, filtriert und davon 2,0 cem mit Magnesia- 
mischung gefalit. In Abstiinden von je 1 Stunde wurden weitere Phosphat- 
bestimmungen in iiblicher Weise gemacht. Temperatur 37°C. 





Zeit Mg. P.O; Zeit Mg. P, O; 
Anfangsbestimmung . . 0,0170 Nach 2 Stunden .. . 0.0137 
Nach | Stunde .... 0,0168 ae ‘ ae 0,0000 


Nach Beendigung des Versuchs betrug py = 6.8. Das Giargemisch 
wurde nun unter Zusatz von Phosphorsiiure einer Wasserdampfdestillation 
unterworfen und im Ubergegangenen die Blausiure als Berlinerblau 
identifiziert. 


Versuch 2. Versuch | wurde mit der doppelten Cyankaliumkonzentration 
(n/50) wiederholt. 





Zeit Mg, P, O; Zeit Mg. P, O; 
Anfangsbestimmung . . 0,0169 Nach 4 Stunden ... 0,0135 
Nach 1 Stunde .... 0,0170 > - e ete 0,0023 

. 2Stunden..... 0,0166 5 a oe 0.0000 


ee eee ae Pe 


Versuch 3. Zum Vergleich wurde derselbe Versuch ohne Zusatz von 
Cyankalium: ausgefiihrt. 





Zeit Mge P, O; 
' : Anfangsbestimmung . . 0,0176 


Nach 1 Stunde .... 0,0106 
Nach 2 Stunden ... 0,0000 


D. Phosphorylierung mit Hefesaft unter Zusatz von Cyankalium. 


12,2 ¢ Fructose und 6,4 g Dikaliumphosphat wurden in 122 cem Hefe- 
saft — bereitet aus 250 ¢ Trockenhefe und 750 cem Wasser durch 2 4stiin- 
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dives Stehen im Brutschrank und Zentrifugieren gelost, dazu wurden 
1.3cemn KCN und 1,3 cem Toluol hinzugefiigt. Vor Beginn des Versuchs 
wurden 5,0 cem abgenommen, mit 5,0 cem Wasser verdiinnt und wahrend 
5 Minuten im siedenden Wasserbade koaguliert. Dann wurde filtriert, 
3,0cem davon wurden mit 3,0cem 24% proz. Ammoniak versetzt, wieder 
filtriert und 2,0cem davon mit Magnesiamischung gefillt. pg zu Be- 
ginn des Versuchs 7,5. 


Phosphorbestimmungen wie bei den vorhergehenden Versuchen. 








Zeit Mg. P.O; Zeit Mg. P.O 
Anfangsbestimmung . . 0,0185 Nach 6 Stunden... 0.0186 
er 9 . 9° * 
Nach . Stunden. ... Mech Ana » 22 0,005 
. 3 9” ae oe ma®é wie die o 23 9 ‘ 2s 0.0102 

a 4 a el Anfangs- _ a a 0.0118 
es . . . « J destimmung , 53 2 | eee 


Py am SchluB des Versuchs 6,8. 


Vergleichsversuch nur mit Zucker. 


Derselbe Versuch wurde ohne Zusatz von Cyankalium angestellt. 





Pa = 7,4. 

Zeit Mg. P20; Zeit Mg, P, O; 
Anfangsbestimmung . . 0,0197 Nach 6 Stunden .. . 0,0195 
Nach 2 Stunden... . Meads Aume ~ = * ei 0,0089 

” 3 -_ et a mafs wie bei = 23 - i 0.0093 
» 4 a der Antangs- , 29 H 0,0109 
B 5 «seen a hol 2. 00136 





Py am SchluB des Versuchs 6,7. (Das Maximum lag vielleicht zwischen 
der 6. und 22. Stunde.) 


E. Phosphorylierung mit Hefesaft und Kofermentzusatz unter Zugabe von 
Cyankalium. 


Der Versuch wurde wie der erste Ansatz mit Hefensaft ausgefiihrt, nur 
wurde der Saft hier so dargestellt, daB statt des Wassers eine Koferment- 
losung zur Mazeration der Trockenhefe benutzt wurde. (Das Koferment 
war durch Aufkochen von 1600 g frischer Hefe mit 800 c¢em Wasser und 





Filtrieren gewonnen.) Py der Lésung bei Beginn des Versuchs = 7,2. 

Zeit Mg, P, O; Zeit Mg, P.O; 
Anfangsbestimmung . . 0,0207 Nach 6 Stunden .. ., 0.0044 
Nach 2 Stunden... . 0,0206 a Ae 0.0081 

» & » Ser 0,0160 a 2 ne 00097 
» 4 - ch es 0,0081 . 0.0137 
a *® - 0,0032 





Pm am SchluB des Versuchs 6.6. 
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Vergicichsversuch ohne Cyankalium. 
Py 7 Beginn 7,1. 





Zeit Mg» P, O; Zeit Mg, P, O; 
Anfangsbestimmung . . 0,0208 Nach 6 Stunden... 0,0041 
Nach 2 Stunden... . 0,0162 a aan - be apa 0.0077 

a 3 2 ere. 0.0020 % 29 - a ad al 0,0092 
a - te ea 0,0028 a> Oa = ee 0.0127 


Py am SchluB des Versuchs 6,6. 


Bei den Versuchen ist zumeist deutlich, dafi nach emer maximalen 
Phosphatbindung wieder mehr Phosphationen auftreten. 


F. Phosphorylierung mit Trockenhefe bei stirkerer Alkalinitét mit und 
ohne Kaliumcyanid. 

Durch reichlichen Zusatz von Natriumbicarbonat konnte die Alka- 
linitat wiaihrend des Versuchs hochgehalten werden. Wir fiihrten deshalb 
einen Versuch wie C, aus, indem wir statt Natronlauge 2,0g Natrium- 
bicarbonat zufiigten, von dem anfangs ein Teil ungelést blieb. Der Ver- 
lauf der Umsetzung wurde wie itiblich durch Phosphatanalvsen verfolgt. 





Zeit Pu Mg. P.O; 
Anfangsbestimmung . . 84 0,0152 
Nach | Stunde .... 8.3 0.0130 

“ 3 Bium@em...- 8.0 0.0017 
se 3 ie ie ie Se 79 0.0010 
= 4 aa Pak a 7.85 0.0000 


Bei dieser hohen Alkalinitaét verschwanden die zeitlichen Unterschiede 
bei Versuchen mit und ohne KCN fast ganz. Auch n/50 KCN hemmte 
nicht bei einer anfanglichen Alkalinitaét von py 8,4 und einer End- 
alkalinitaét von py = 7,7. 
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